STUDIEN UBER DIE ENZYMATISHEN SPALTUNG
| VON GALAKTOSIDEN (IID)*

“Von
Kazutosi NISIZAWA. D. Sc,*"

Mit 42 Figuren und 155 Tabellen

R Inhailtsfiibersicl’it

Vorbemerkung e ,..’1/‘2;(]]4;‘; ryy
. Weiteres iiber das Verhalten von B-Galaktosidasen

verschiedener I~Ierkunft gegenuber den (3-d- G'uaktosxden A

mxt verechxedenen Aglykonen 2@14} ‘:

Hemmungsversuche mxt Zuckern und 1hren Denvaten. ]8(225‘;"
H-. I‘mkuomerungsverquche an eimgen B»Gal'ﬂ:tosmasepr’ipamten S
‘vérschigdener Herkunft, Ein Bextrag zur Frage der’ C‘kaoqfu
ddseﬁtypen e S S N S TP PP 19{331) L
V. Spezifitéit ter 3~Galaktcs;dasen von Hepatopankreas der ; :
Schnecke, ‘Eulota ﬁglmmp}mla ...3,;.:.....;...‘......................"........."... 59(2"49)
Y. Affinintidt der f-Galaktosidasen verschiedener Herkunft zu el
¢ -elnigen B~Galaktosxden mit verschiedenen Aglykonen. . 48{260‘:'
L;tﬁraturen ......................... el i e e Vi AN D) ‘%fgﬁg),‘ i

T

Vorbemerkung

Die vorhegenden Mxttexlungen ste,-llen im wesan‘clxchm eine I«qrtsetzung
derjenigen dar, welche im Jahre 1942 in “Science Reports of Tokyo Bunrika
_Daigaku” als I und I Mitteilung!®n6 veriffentlich wurden. Die Versuchsre:
sultate, .die damals wegen Weltkriegs 11 noch unversffentlicht blieben, liegen
zusammen mit den danach erhaltenen in diesen Mitteilungen vor. Sie wurden an
"Symposia on Enzyme Chemistry’ in Tokyo ram:30, Oktober, 1948 vortragen;

An dieser Stelle erlaube ich mir, meinem verebrten Lebrer Herrn Prof. Dr.

* Aus dem Chemxschen Laboratorxum der Textil- und Sudenbauwxs.sen%lw,ftw -
lichen F akultit an der Universitit Shmshu
#* Professor an der Universitat thshu
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T.Miwa an der Tokyo Universitit fiir Literatur und Wissenshaft (Tokyo
Bunrika Daigaku), fiir die freundkiche Leitung und eifrige Anteilnahme zu
dieser Arbeit meinen hergzlichsten Dank mJSyﬂSprechen Auch der Textil-
Fakultidt zu Ueda und besonders dem Institut fiir Textilchemie derselben
bin ich fir die giitige Unterstiizung zn Dank verbunden,

I. Weiteres fiber das Verhalten von A-Galaktosidasen
verschiedener Herkunft gegeniiber den p-d-Galaktosiden
 mit’ Verschiedenen Aglykonen.

Es ist von T. Miwa 89 und lnlt'ubfz‘,lteln gezeigt worden, daSS das Alkti-
vitidtsverhiltnis, das die aus vershiedener Quellen gewonnenen I‘erentprd-
parate gegeniiber den g-d-Glucosiden mit verschiedenen Aglykonen ergeben, je
nach der Fermentherkunft mehr oder weniger stark Schwankt. Als Ursache
hierfir ist in erster Linie d1e Verschledenhelt in der’ Struktm ]eder B-Glu-
coidase in Betracht gezogen worden.

Bezughch der BGalaktosm]aseﬁ) verschmdener Herkunft erw1es s1ch das
Akthltatsverhqltms Jeden praparates gegenuber E -d- Galaktosxlen von Phen-
ol, 0- und p- x{resol sow1e Vanﬂhn zumelst als nlch‘c S0 erhebh(,h schwankend
wie hei der ﬁ Glu('osuiase wobel die Permentpmpamte aus Pmnus- tind
Cycas-Samen die AuSnahme darstellten ‘ . ,

In der vorliegenden Arbeit, wurde nun velsucht, zu prufen, ob derselbe
Sachverhalt auch bei den anderen 8:d-Galaktosiden mit verschiedenen Agly-
konen ebenfalls vorliegt oder. nicht. :

Zur Ermittelung des Aktivitiitsverhiltnisses,: wu1den msgesamt 15 ver schw-
dene’ B-Galaktoside herangezcgen, von denen 12 -das phenolische Aglykon und
3 das alkoholische fithrten. Vergleichsweise wurde auch die #-glucosidasi-
sche Aktivitit mit Pheﬁol-;&’~d~gluqosid als  Substrat ermittelt, Die Enzy-
mlisungen wurden aus 16 verschiedenen Quellen bereitet, die die Samen
von hisheren Pflanzen, Plllzen und Bakterlen sowie auch tierisché Geweben
umfagsten; ' ‘ ‘ S

Die Bédingungen der enzymatischen Reaktionen und die’ Bestimmungsmeth-
ode sind ganz dieselben wie bei der ersten mitteilung. Zwei g-d-Galaktoside
von -Salicylaldehyd und Tsoéugenol wurden, wegen germger Lnslxchkelt in
Torm einer-Suspension zur Reaktion verwendet. ' ‘ N

‘ "Tabelle 1.
Alktivitéitsverhiltnis von g- Galakt031dasen verSL,lnedener IIerkunft gegen-

iiber 15 p-Galaktosiden, o

(Die Aktivitdt fir Phenol-g-d-galaktosid ist als 1 gesetzt.)
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In diesen Resultaten fillt es uns zuniichst auf, dass eine weitgehende
Parallel_itéit in dem Aktivititsverhiltnis zwischen Apr;‘koseu und Cycas-enzym
besteht, ndmlich bleibt die relative Spaltungsgeschwindigkeit von jedem
phenolischen p-Galaktoside bei beidenAiTeflnentartEn fast glelich gross. Es ist
jedoch wohl nicht ohne Wéiterés mb’gliéh iher d'ie Identitéit beider f-Gala-
ktosidasen etwas Smheres aussagen, denn es gibt auch ein deutlicher Unter-
schied leschen belden Eermenten in Bezug auf das Aktlvmatsverhaltms der
alkoholischen beiden Fermenten in Bezug auf das Aktlwtatsverhaltms der
alkcholischen p-Galaktoside. So erd z.B.. Methanol B -d- galakt031d durch das
Aprikoseferment etwa 1 /20 s0 langsam gesPalten wie Phenol- {3 -dl galaktosxd

ahrend das Cycanelment dasselbe Substrat ve1ha1tmsmassxg schneller wie
etwa mit einer Geschwxndlgkelt von 1 /2 zum Phenol {3 -d- galdktomd sp'xltet
H1er'be1 erschemt es uns besonders bemerkenswert dass Akt1v1tat5ver-
hiltnis gegenub;ar versamedcnen - GalaktOS1den von Apr 1kose uud Cycas- ﬁcr-
ment ‘mit emlgen Ausnahmen wie Salicylaldehyd-, MethylsahcylaL uud Iso-
eugenol -B- galaktomd, in grossen Zugen dasselbe ist wie der erkungswo-
tient gegenuber entSprechenden B- Glucomden Bezughc‘h des Akt1v1tatsve1-
hiltnisses der B-Gluco&dase von Aprikese-und Cycas~fe1jment sei es auf die
von T. Miwal® und Mitarbeitern ,aus“gef’ﬁhrten Atbeiten verwiesen. All-
erdings erscheint diese Tatsache insofern beachtenswert als wir uns der
Schlussfolgerung von B. IIelferlch“) errmern dass’ B- Glucosxdase und f-
quaktomdase von Siissmandelemulsin -ein und dasselbe Enzym darstellen,

Bei den Fermentpraparaten aus den Samen anderer hoherer Pflanzen
(_Nr. 3, 4, 5,), den Pilzen (Nr. 6,7,8,9,10,11,16) sowie auch dem Hepato-
pankfeas der Schnecke (Nr. 13) erscheint der Sachverhalt etwas anders,
indem das Aktivitdtsverhiltnis gegeniiber den phenoclischen (-Galaktosiden
nur wenig schwankt Néimlicﬁ scheint die chemische Natur des Aglykons
bei diesen Fermentplaparaten dll'f d1e Spaltungsgesothd:gkmt keinen wese-
nthchen Emfluss ausZuuben P S

Die Enzyme aus Bac Colz commums (N1 12) ﬁﬂd' Ochsenleber (Nr. 15)
sind auf Grund der HernmungS\relsuchen sowie des Verhaltens gegentiiber

phenolischen’ - Gdlaktoslden von Akamatsu uud Ml‘rarbelternﬁ m dem Emulsin-
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Typ zugeteilt worden. Beziiglich des Verhaltens gegeniiber dem Vanillin-g-
galaktcsid scheinen diese beiden Enzyme wohl dem Prunus-emulsin (Nr. 1)
nahezustehen, verhalten sie sich jedoch ganz anders gegen den Isoeugenol-
oder Guajakol-p-Galaktosid. Demnach erscheint es nicht statthaft, diese
Fermente . | Ohhe.Wéitéres mit dern Prunus-emulsin zu - identifizieren. Das
Ferment aus uchwelnleber scheint, solange esiaus unsern Versiichsergebni-

ssen hervorgeh1, “sich von demjenigen de1 Ochsenleber kaum zu untelsc,hel-
den. ’

o i . - Versuche
A Substrat, |
Synthese e1mger neuen f- -Galaktoside, die in dieser Arbeit verwendet

Wurden, wurden war an andere Si:elle beschrleben 14)

B. Ferlnentprap'lrate

Priparate Nr. l- Nr. 1l wurden ganz in derselben Were wie bei der I Mit-

teilung bereitet.

Nr, 12. Bac. Coli communis. ”Nomura”-Stamm gehefe1t von Pro[ Yasak1
an der Jikeikwai medizinischen:Akademie. I‘elmentlc sung wurde von M Ha-
shimoto nach Vorschrift von K. Horikoshi® hergestellt. - -

-~ Nr. 13. Sghneckenhepatopankreas (Eulota pelwmj)hala j)heszer)
Nr 14. Schweinleber.

Aus dem Acetonpuly-ér, wurden die Fermentltisun;gen _in derselben Weiéé
wie aus dem Sqmenpulvel hergestellt ‘

Nr 1'3 Ochsenle‘ber Dle an der Fle1schha<,knnschxene ze1nebene frische
Ochsenleber wurde unter Zusatz der doppelten Menge von Wassel und etwas
Toluol bei 30° der Autolyse unterworfen. Nach etwa 3 Tagen koherte man
das Autolysat durch Tuch die erhaltene triibe Losung durch Zentmfugleren
geklirt und im Lellophanschrauch dialysiert, _ .

Ny, 16. Dle kulhurlosung von C07 ticium centrifigzhh.:

Der Pilz Wurde 7 tagelang in dem Malze'{tralxt bel 30° kultlmerl,. Die
von der Pﬂzdecke abge'trennte Lisung ‘wirde untel vermmdertem Druck

be1 30-33° konzentrlert und dann im Cellophanschlauch dmlymert
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Protokolle
Tabelle 2. _— 20/ 317 8.28
| ol 41 58,7 9,36 9.01 8.04
Versuch mit den Fermentprapri- : 63] 74.4/-9.40 .
parat Nr. 1, (Aprikose-emulsin. Methyl. 343 ©.80. 0'0. 451 '
o ealiocia: | 1183 66.9) 0.4060.403 0.3G
Substrat: | ; [opal~l 3 |ppel Verhe viat. 1758 76.0,0.858
p-Galaktos- 4. jtung. 10 K 1 ALt 5
idvon M "oy [T | tel Altnis
T §2§ ZEE Tabelle 4.
. 80| 36.3 2 a1 .
Phenol %gg 1 ‘égg % ?gg 2.2 Versuch mit dem Fermentpriparat
.0l 2151 Ne
p zél.s 0. zg 1 Ao r, 1, (Aprikose- emulsm).
m-Kresol 50 1.1 8.020| 8, 3. Substrat: Spal- R
B IR B R 3 1t 3. | Mit- Verh-
_ ol - BrGalaktos: py | ting | 10X | ye) dltnis
PO 4| 17| 18.9 535 ‘ A e
—Oxyacet-| g4 33.0/5.11|5.05 2.21  Phenol 1570/ 43.2 0.156( 149 4
ophenon 54 44. 2! 4.70 : 2710( . 59.0! 0. ]42]’ ’ T
20 | 23.5)5.82 " p-Nitro~ 45 35,1 417 5 o oe o
Guajakol 60 | 46,2 4.50 | 4.94 2.16 phenol 117{ 68.4 3.26 -4 <
110 | €8.0] 4.50 ‘ * .
440 | 15.9 0.173) Tabelle 5,
Methanol (16501 37.2 0.1230. 136 0. 059 _
3050 | . 54.3| 0. 111] ; Versuch mit dem Fermentpripa~-
D7l 148 148 ‘ rat Nr, 2, (Cycas revolta).
Propanol | 175 | 47.4/ 1.59 | 1.59 0.70 - S e
: ! 295 | €8, 51 T 70 ) : SUbStrat: ’ Spal" o Mit-l Verh~
~‘ i' , f-Galaktos- .- | tung | 10 k A
001 27.0( 1. 25 i id von Min.} "= tel |dltnis
169 | 38.8) 1.26 ~ :
n-Butanol | 505 | 46’5l 1 93 1.24 0.55 Phenol 1035/ 36.0| 0. 1870 187 1
270 540/ 1.21 ( ~ 2270 62.3) 0.187 3
428| 31,4 0.282 '
_ Tabeue 3. m-Kresol 1540 58 1 0. 2451O 309 ‘1. ?4
A% ¢1'sllﬂh mit dem Fermentpriparat ;oxyacet” 200 = 6 e _‘
Nr. 1< Aprikose-emulsin). ophenon 1?:-138 % (3) 8 gggo 537 3.05
Substrat: ‘ |Spal~ 3 o verh. - 1 o
o ) Mit—| Verh— - 200 17.4 .0.415
f-Galaltos [Min. t‘},’lg | 0.k 1ol |altnis  Guajakol | 415 29,7 0. 3egl 372 2.00
1530| 69, 0| 0. 332 |
105 23.8 1.12 ‘ : !
Phenol 181 28.1 1.15| L.12 1 : 2‘528 i‘i-% 8%83
Q . ‘ e A
- 325! 55.8 1.?{0_ Methanol 2860, 42.9| 0. 085‘0 085 0.51
4 126 25;3 0. 93I ‘ 2895 54.8) 0. (87
368 29.4) 0.589 . 253 290.7 0. 651
Tsoeugenol | yo15 6.1/ 02040434 O-Z88  propanat | 425 50.0) 0. 7090. €81 3. 64
1768] 6. 0 0. 261 690 66.2 0. €83
. g0l 27.6 7.013 ’ ‘ 4250 26,11 0.309 "
1,3, 6~ Pog e 90 - 24.8! 0. 270 :
Xylonol 36 47 %‘ 4 2337 640 6.73  n-Butanol | ,oo0 &8 0-2700 232 1,24
; 1 2560, 61.1 0.160, |
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Tabelle 6.
Vel such mit dem Fermentprapara‘r
r. 2, (Cycas revolta).

Substrat: ~1Spal~ 3 v T —— -
t : Mit- Verh- | 1228 19.50.07630.
@—Galaktos- Min. tung 1 10. k& tel léltnis Isoeugenol 4210, 44. 90, 0615 €89 0,41
id von 28 |
) gss| 27.60.164 | 1,8,5- | 1200, 53.0] 0145\ 1a1l ¢ o4
Phenol ' | 1615 47.1 0.1720.171) 1 Xylenol | 2830 50.4 0. 117} - .8
2385/ €2.3] 0. 177‘ R R
——-  p-Nitro- | 1200 35. 41 0.158 4 4e 1 03
- 8271 %'?‘8’ 0604 |  Phemol . | 2830 56 7| 0.128 e
Isoeugenol | 4776 . 43.70. 05350. & .8 b
7346) 64.00. 0604 B-Glucosid | 2859 14.50. 0240
— Fo————-= yon Phenol 8380 6. 9}0 0238, 0228| 0.164
L35 525 £8.1 0.397] 12899 _45.50. 0205
L350 - | 663 46.2:0.4060.386 2.26 _
y 1435/ 69.5 0. Tabele 8.
Salicyl- . %gg zg-g 8f ggﬁ 0267 510 ‘Versuch mit dem Felmentprapamt
aldehyd ©| 469 59.0 0.826 ; Nr. 4. (Glycz;ze hzszinda)
. . I L
3455 24.90.0360
vogise | 88 SR EE, o 030 TR T T S T v
v | 10585‘ 45.80. 0252 e |M1 % tel |dltnis
B . 5670| 20.1 [0.0172) ‘
Tabelle:?. oo Phemol 3005 4glg l0.0209- 019 1
‘h mit de en tprap- - 5670, 16. 2 |0. 0135,
Versuch mit dem Fermen tprap- = .01 hi3ces' 384 0.01610. 015, 0.80
arat Nr. 3, (Sesemum indicum). - : - 117345! 46.5 }0. 0157 .
o , SRS 5670/ 18.3 (0.0155 ‘
Substrat: | , [SPal{_ 3 IninlVerh-  P-Kresol 13095 51.3 0.02390.209) 1.10.
B-Galaktosa_Min tung | 10. k& tel |&ltnis _ 17345! 60.5 0. 0232 )
£q439}1ﬁ_”,ﬁ ,,,,, ,,ﬁ#ﬂé : ‘ : Kresol 5840 20. 4 0. 016910 017..0.89
henol 1200, 38.4:°0. 147»0 1n9 1 TmREEsel 11715, 36,6 10.0169 771
Pheno 2830 57.3)0.13] o . . 09931
B ey ﬁ - 11710} 23.5 | -
N 1. 1200 -29.4.0. 126‘0 17 0,84 Guajakol 174151 36.6 0. 01%40 011} 0. 56
O-Rresol ) 2830, 50.1) 0.107™ : , ! Ll
e - Salicyl- | 5840| 23.810.0202 oyl o o4
Kresol | 2200 30.3 0.130 400l o oo aldehyd (11715 88.8 0.0158™ " 7
p-Rresol | 9g30 56.1 0.126 B ,
7238 a0.6] 0.127 - eIt orea0) g4 | v ot | 0.81
: . 6| 0. ' salicyla , 0:00550| T L
m-Kresol | 4510 67.8| 0, 11710.122 0.€8 |
i o — | p-Oxyace- | 5840| 24.1 {0.0208)) ool 1 10
aialol | 1298 22.10.8780 v oo tophenon [11715) 43.5 0021277
Guajakel | 4210, 44.90. oeegI - s
- - . 5840) 28.8 0.0253 5
Salicyl- 1288 27.310.1120 0l o 7 VARUR l171g 411 00169 O
aldehyd 4210 - 60.2 0.\09-5‘ ’ : s
S B I P — 5840| 23.8 10.0202 _
Mothyl- | 1236 10.60.0894 oo oo 10°uREROD 13715 327 o, o147 0- 01| 094
salicylat 4210, 27. OIO"OBZS : . e L : B
o S SR l —= 1,8,5- 5670 20.4 |0.0175 0.02 1.04
p-Oxyacet-| 1235|.32.7//0.189 1gl gigy . Xvlenol . [13085| 48,3 0.0219
ophenon . _4‘2101 60,5 9‘096“' e SN SRR :
: Nitro-" - 4215 18.3:0.0208 Ly
19850 26,710, 109 p-Nitro— - 42 0.024) 1: 26
V'unllln 4210 59.9) 0, 0940 102 0.73 phenol 111700‘ 51.7 j0. 0270‘




Vesuch mit dem Fermentpriiparat
Nr. 6, (Takzdiastase).
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Tabelle 9. 25 22.8 4.495
) _ | 25 2284
Versuch mit dem Ferment- i)ogffé'fgﬁ gg; ggg i %g 4.74 |.1.02
priaparat Nr. 5, (Zea mays). ] ! | L
- | 200/ 16.8 0399
%l‘gjfzﬁ:t Spalt- 14 1Mitt—- . Methanol | 375/ 28.80.393 ' 0.407, 0.088
_ . : - 87
osid von }Mm ] 'ung I el nis ! 6._5I 47.7].0. 429{ :

. 274 20.6 0.3€6 .35l 13,6 1.814 1
Phenol | 1504 71, g 0.3 >34 1. Propanol ' 100 35.7 1917 | 192 0.415
304 30.0 0. 2391' 0.349] 0.¢8 | K i

o-Kresol | 394 30.0 0.89810.349 0.€ €6 18.3] 1.880 |
‘rl_fgj %g‘ 8%2 n-Butanol| . 167, 35.7) 1.221 | 1.29 | 0.279
10, ] . R :
p-Kresol | 394 33.4/0.448 0.401 113 248 58.0) 1.322
- | 1504 76.3/0.862 1 | Tabelle 11.
m-Kresol 1283 %g 8: igg 0.433 1.21 Versush mit dem Fermentpriparat
25 T80 208 ' Nr. 6, (Takadiastase).
Guajakol | 394 18.3].0,223 | 0,207 0.58 Supstrat: ¢ :Spal- Mitt: Ver—
1594| 50.4; 0.191 f-Galak-y o | tung 108 k ol |hdltn-
E B v . L)
Salicyl- | 385 25.810.387.|  nol (o, fosid % | is
aldehyd 935 50.1] 0.322 | ™ ° ]54 24.4 8.08
e o Phenol ?0%.;22.:6 8.0z | 8291
Methyl- | 894 15.90.191 A 48 "60.8| 8,47
salicyat | 1594 37.5! 0,135 | 0 163 0.46 |
e i sty | 19 14lmss |
p-Oxyace-| 385, 25.8|0.337 o Saleyl-  sol 3221580 5.27 | 0.65
tophenon | 1400 72.4 .39 | -3 1Ot aldehyd 1\ 5q 4y 4l 4gg
; , 1 / T80 241 149 T
o 385 29.1 0,388 ! :
Vanillin y : i 0.370| 1.05 Methyl-" - 145{ 37 5] 1.41
| 1400/ 67.8 0.351 saticylat | 240 5.4 1140 142 | 0.17
Tso- 385 26.4) 0.846 | o aal o ¢6 .| 345] 66.12.39 e
eugenol 935/ 52.0/0.341 1" i Iso- 15 18.6,.5.75: . o
1.8 5 1347 12.2:0.425 : eugenol gg ggg g% je‘]ﬁ 0.74
Yoleno) | 398 38.8 0.541 | 0.464 1,30 L Rt Dt N O
v 1594f 79.0 0.425 l 10728 114
i 13415, 9 0.561 ~ 1,8,5- 200 37.5/10.2 L, e .
9’1;1;‘3}1%10‘ 394 36.0, 0.491 | 0.466 1.81  Xylenol | 30 605|135 ,i“z- 05 ) 1.4
bheno’ | 15e4 71.9 0.346 50| 77.8/13.1
Tabelle 10. Tabelle 12,

Vesuch fmt dem Termentpréipardt
Nr. 6 (Takadzastase)

Ve

Subatrat: Spait- o~y Substrat: Iv"i" ‘Spait- Mite.] Ver-
§-Galak-{y - ung | 100,k | HM T halt- fF-Galak- ung | 103,k hil-
{'josde Mm.; 49(,-g el n;ts tasid IM‘"f o ;" el .. tnis:
e ! v al
40 33.8 4.48 ; 57, 26.4/ 2,85
Phenol 65 45.5 4.06 | 4.81 | 1 Phenol 145 56.7 2,45 .| %40, 1
99 63.3 4.40 R Reve i
T a9 s, 73 6 80 ‘p—Kresol 140 54:3 -2:43 2.58 fl' 8
m-Kresol 160 eg. 2 6.65 |6.43| 1.39 : : .
12 77.8 5.84 : p-Nitro- | 43| 28.2 3.35 .
1 phenol | 138 549/ 251 | 288 1,22
255 20.1] 8.898 . - : -
Guajakel | B3 34.5 8.467 3.€9 | 0.79 , ~Tabelle 13, ,
: | 80, 53.7 3.715 | : g N
N l _..Vesuch mit dem Fermentpriparat

.



Vvol.1 No.i

Nr 7, (Asj)efgzllus niger).

Substrat: 1 Spalt— : Mltt 1Ver—

B—Galakt-M n. ung 10‘* k. el .. [héltn-

osid -von ' T is
1138 22.4 0,097 |

Phenol 2720) - 48.2/°0.105 | 0.103] 1
4160! - 65,0} 0.109 |

y “{1138.1 3.8 0163| -

m-Kresol| 2720 67.2 0,181 | 0.171:,1. €6

4160 80.7| 0.171 1

©1138/°20.9,0.090 | - |-
48, 2.0105 0.086 0.93

Guajakol

Studien tiber die Enzymatishen Spaltung ven Galaktosiden

(1) 9
1 739 10.2 0.0629,
Methl 'l 5005 48.0) 0.04290.0628 0.22
salleyla 6730, 57.8 0. 055@[ |
Tso- égg oo gg? 0. ol 1.1
S 1 :
eugenol | 575/, 75.0 0.264
20 30.9, 0. 520
1,3,5- 455 44.0) 0.568 | o rp
Xylenol | 740 65.3) 0.621 | 569 23
| 14451 3.8 0.538 | '

Tabelle 16, -

2720 . o
4160| 59.0| 0.093 Versuch mit dem Fermentpriparat
1138 30.8| 0.140 Nr, 8, (Mutterkprn). '
P-OXyace- 5720, €0.5| 0.148 | 0.140] 1.3 '
ophenon | yieq| ‘71.3 0.181 | .. Substrat: [ -[Spal- i
: U -Galakt- Mm tung 108, k tel
. | 6940]. 21.7].0.0153] osid von |"77"| &7 |, — lis
Methaniol [12690! . 34.5/,0.01450. 0142 0, 12 T ogs0 35,4 0.0655 !
) 16910) 39.4{ 0.0130 Phencl | 4130 5.3 gg;g’sio 0736 1
Propanot | 3855 308 0.0414y oy5q 945 | i M .

‘ - 04 | 1680, 30.0| 0,092 L L
n-Butanol, 6943 33 4 0 02540 0249} 0. 24 A N ;
- Cuajakol'| 8075], 38.6/ 0.C€9-, 0.072] 0.¢8

Tabelle 14. 5980} 62.0 0.070
Vu such mit dem r ermentpl aparat Osvace.| 1608) 16. 2 0. 047 i
p-Oxyace-| ; ‘ .
Nr "7, (Aapcygzllm mger) tophenon gggg igg 8 832 0.047) 0.€4
Stbstrat: | . Sp’ll«v ' Mi Ver- | |
Mt | S . '90590] 24.9, 0.00€0, -
B-Galakt- ttmg 108, kTP hsitnT Methaol | .9, 0.00€0,; 4053 0. 072
osid von_ .M“ g (el g . 130480 52.0] 0.0047) f
R l 951 1! , | ors .
T — T
p-Nitro- | 1290 85.7, 0.149 0.147) 183 ‘ hegoo 28.5{0.0077 | °
phenol | | 2745 59.6 0.144 | 7} * n-Butanol'25700, - 85.4| 0.00730. 0077] 0.104
R 0420, 82.9| 0.0080 ,
: Tab’elle 15, -
Tabelle 17.

_Versuch mit dem Ferme‘ntpréipamt’
Nr, 7, (Aspergillus niger),

Substrat: |, 1Spal+ Mit—‘ver”
g;i(fia\lrilxit— Min. tu«f;g 103, k. tel l.ﬁiltn— -
. L Ab 18
T 111000 48.00 0. 2585
Phenol * | 1540, 57.8 0. 237 [0.287 1
S| 2780 75.2 0.217;
785 31.7:0.220
Salxcyl— .
1285 '46.5 0,211 0 226| 0.95
aldsiiyd | 2275 72,6 0.247- g

Ve1 such mit dem Fer mcntpmpaml
Nr, 9, (Pol yj)(‘)lzcs, szd phrens),

Substrat: , |opal- , . Mm_Ver:""
B'Galakt? Mln tgllg 103, ,k: el hiftn-
osid von || % | ‘ is

- | 350, 27.6| 0. 400
Ppenol ‘1000 69.3]-0.470 |

0.430; 1

o 345/ '34.1| 0526 |
O*I{resol 627] - 54. 0 0 537 ‘ O 531 1. 2;{




Yol.1 No. i

10 (B2 Kazutosi NISIZAWA -
, : CTTI0B) 15, 9] 0.726 DK
3500 23.1 0,326 | o qa0 Methyl- | o o4 |
p-Kresol | 1333 G 5| 0, 338 | O 352 0.80 galicyat ﬁig@ ggzg 82 2;3 0.587| 0.46
345 33.0| 0.504 | ) T €0 183 146 .
m-Kresol| 627\ £56.4| 0.575 | 0.5¢2 1.36 fogggjgﬁ 122/ 32.0{1.37 . 1.76| 138
: 11370| 88.9] 0.698 | - 218 51.3] 143
. 350 28.5/°0.416 ‘ . - 2000 42.2]1.19
Guajakol | y40r 79.3; 0. 460 0.438 1.03 Vanillin 280, 57.3[1.52 1.25 0.¢9
, . n 5[ 37.2 5,74 | -
Salicyl- | 380 84.5' 0.484" : 1,8,5- 874 -
aldehyd | 1383 816 0.552 0.508 120 Yylenol | 109 58.413.50 | 8.45 ] 2.72
) 45 23.1] 2.54 z
Methyl- 610 32.0| 0.275 Iso- ; L
salicylat 1387 5.1 0,258 | 0266 060 eugene | 10| 41.8 224 | 212 107
.| 3800 '89.4/0.572°) 4 an 1400, 49.8) 0.157
Vanillin 1383} 816 ‘0_ 587 0. ?80 _1. 35 Metha;nol 274Oi 57.5 0,135 0.146 0.11
Iso- 380, 37.8] 0.542'| ‘ 150 . 19. 2| 0. €39 i
cugenol | 1380 - 74.7| 0,433 | 0488 110 Propamol gl g3 q.650 | &4 050
315 36.3) 0.566 - ] , :
1,3,5- : n-Butan-| 150  20.6 0.€€6 - :
610 - 56.4] 0.496 , 0.561] 1.30 Las 0.678, 0.53
Xylenol | 1370/ 85.0| 0. €21 | ol 440| 50.4 0.€91
‘ _Glucos— 37| 16.5(2.12 | | .
Methanot |, 2699 22:1 8‘8%8%!0- 0104 0.05 von | 70 27219 218 171
PR Phenol | 1€0° 56.112.23" | !
? 1395|' 25.5! 0. 0916l -oal o ‘ “
Propanol | 5e5 9.5 0. 0ggol’” 078 019 Tabelle 19, S
o Butarol 1395/ 2.1/ 0. or7sl, 0713[ 0.16 Versuch‘mit-dem‘Fermentpréipatat
_____ | 5695 57.5) 0.0649™ "7 Nr. 10, (Irpex lacteus)
B-Glucos-| 845 98.4 0.510 | — ] T R 1 A - :
id von | 62| 54.3 0544 |0.532 1.20  plipal € g | 105k Mitt- ’iVerhw
Pheeol | 1870 82.0 0.543 | - | . boid von [Min-| “gf | el  [iltnis
Tabelle 18. 1210 23.1 0. 0945/
. . Pheno 1. v Iy 0. 0866| 1
- Versuch mit dem Fermentpiiparat S| 2765| 89.4) 0.0787)"

Nr, 10, (Irpex lacteus), p-Nitro- | 1210] 24.1] 0.0990) S
S ~ . phenol |2765 42.0 0.0856> | - o7
Substrat: | ;| Spal-| 105 i Mitt_) Ver- ~ L .

u 1t . or- -

Bkt S e T ndaiem,
‘ %8; : zg'g % gg | Versuch mit dem Fementpriparat
Phenol o ‘o7 L2711 : o,
: 257) 5L.0 1. 21 11 emiella sp.).
347| 65.3] 1.32 , Nr. 11, (Coremiellasp.).
2 , — ,
167| 45.5 1.58 Substrat: | . Spalt- ) Mitt»l Ver-
o-Kresol 1.55 | 1.22 -Galakt-i, - 1 ung | 108, k hiltn—
BN P s et R S hoia von (Min-| “gf | T el M
‘ 6 81 : e
p-Kresol . 125/ 36.6/ 160 | 1.76 | 1.88  Phenot | 1240 46.200.175 1 g 47 1 . .
1 a50] 62.3] 1.70 S | 2690, 67.8)0.182 e

ool 60]80.6 2,62 g e c 0 1185) 29.1f 0.131 ol o na

m-Kresol 1180|.° 70, 1] 2. 91 ;2.}7 o-Kresol 2520| . 53. 0| 0,130 0.120] 0.73

_ b — . .

60| 23,8197 O R .

Guajakol | 125’ 40,2 1,79 142 p-Kresol 1135‘, ALE 0.206 | 5 905 1.15
i 250 62.0| 1. 68 p-itres?’ | 2520, .69.5.0,206 _

‘ L - ‘ ] - 1
Salicyl- [. 90} 27.9 1.68 . ares 011000 18,9 0.0829 e
aldehd | 245 5L 7i 1 Zgi ].43 1012 Vanillin l 2820] T41. 3: 0. 08200. 0824t04ﬁ




« Tabelle 22, .
“Versuch rmt dem Fermentpriiparat’

Nr,13, (Schneckenhbepatopank-

reas), - T '
Substrat: Spal- ' Mitf; Ver-
p-Galalkt- Min tung | 105, k el hiltn~
osid von l RN | is

| 30| '23.5| 3.55
Phenol | 60| 34,5 3.06 . 322011
~ | 98520825 | |

o 30 25.8 4.32 o

o-Kresol GO 3.86 3.87, 1.18

38.8
99 57.33.73
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T160]  45.5/ 0. 230 ‘ ‘ _—
o nol | 1640 49.11 0,190 0.232 1.30 Kresol | 30‘ 25.8 4.2 1. 8-
2780 82.0| 0.268 . p-Kresol | gg gg.g g. gg 3.90 | 1. 18
Methyl- | 1100] - 9.7] 0. 0403, o B Wctel '
ealicylat | 9655 52.3|.0.03330 0568 0.21 ‘ 30 27.0| 4.62 |
P Ry e ' gigflgice' % 4(;5.5 495 | 4.47 | 1.36
.4} 0.01 3 61,4 4.55
Methanol 15415 - 37,5/ 0. 0]:_320. 0134 0 075 o ’ oL -
i} 2578] 27,0, 0,053 Guajakor | 90 360|558 |
- 27.0]°0. 0531 ‘ wajakol | 90| 36.9| 2.22 | 2.03 | 0.€2
Propanol | gggsl 72, 1| 0. 057410 0552 0.31 | 180 dt e |
] 2575 28.2!'0.0559' . 30, 33.4! 6.05
n-Butanol gessl &g o ‘o.,0513'°' 0536 0.30 i’i“({gﬁ’}la €2 442 4.09 | 467 | 142
- - L RS DN L | e £6. 4+ 3.
Ll 3| E6.48.89
Taheile 21, ‘ 34 15.9 2.21
Versuch mi ST Methyl- | - g5 845 504 | 2.08 ] 0.€2
ch mit dem Fementpriiparat salicylat- | g0 527 1.80 | .

Nr, 11, (Coremiella sp.). ‘ 301 " 61 s P
Sbetat, Spate itk Ver'l” Vanillin | ol 55 gl 4 3z |4 79| 146
p-Galakt-p o ] ung | 165 k| 2 U hElE RS e e e el -
osid von | P ds - Iso- 360 16.9 2.15 |4 g | .54

TROAl 2409 01541 )¢ eugenal 93 26:4 142 | 7T
Phenol | 2230 49.4' 0,132'['0.145| 1 ‘ |
3675 71.8-0.149 LaE 60| a4 260
T i T 8, 5 110, 46.5' 2.47 |2 88 0.72

reveccy | 518 33.8 0.348 | , Xylenol ; ‘ 0

m-Kresol 1660| . £8. 5* Q»‘;302'j 0 325 2.2 165] 53, Ol 1.99 ! b

i _ g oL 0080 L
1,3,5- 250/ 22.1°0.402 VAR 1642 : 28.2! 0.0877| nqr .
Roeoy | 515 411 0,455 | 0.428 3.0 Methanol | 2912 * 22 51 0 0aal0: 0872,0. 0265

' : »' 1660] _80. 0] 0. 430 ' 3790, 53.7| 00882 [
p-Oxyace-- 1855 22,5 0.0814 . ol ‘0 are .
tophenon l 2650/ 40.8 0.0869> °*%7) ©-%%  Propanol (a7, 52.010.988 1 0.301) 0.119

" 1358| 28.8 0.109 | . U s B et St
Guajalkol \4655 50.1] 0. 113 | 0117 0-80 n-Butanol 1@2;‘ 28.8.0. g?; li o. 2770, 083
Salicyl- | 1855 22.8] 0.0829) ey " ’ ==

‘ . 0.0860 0.52  P-Glucos-| 11| 15.9/6.84
aldehyd | 2650) "42.0| 0.0892 | i von 38 46.87.21 7.6l 2.3
ﬁl—(‘;‘;g:05~; ,’120 41,3 1,928 } 502 l 100 Phenol | 54- - €6. 4 8. '77
Phenol ‘ ‘2-52.,7.0.‘6 2.109 } B

Tabelle 23,
Versuch mit dem Fer munprcxpamt
“Nr, 14, (Schwemleber) N

Sﬁbstrat:l Spal-]. o
p-Galakt- tung 108,k
osid von Min. % :

14630 30. 6 0.0107,

26210{ 83.4/.0.00670.0078 1.
30140| 34. 8| 0. 0060

Mitt-| Verh-
el - ldltnis

Phenol

i

477l

o-Kresol l14595 15.1 0.0149) 156l

30,0’ 0, 01040 0126 1.62

L7011l 20.1] 0.0189] 110 150
p~Kresol ]52(58; 28.2.'0, 0097 20,118 . 1.62
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Voi.1 No.1

—

10190 817 ;0162 1,3,5- | 868 30.3 0.180 |0 1a0 100
m-kresol 21770 45.50.01210.0182 1.70  Xylenol -| 1947 55.8 0.1837 %184 128
25700 49.1 0. 0114 S - E

. \ . | 148/, 15.9] 0.51
Gusiako) 19910 4.90:001050, 0.19  Dpediro- | o5l 282 0,443 0.455 2.51.
usjakol 25700, - 10.60.00189 00147 P | 4€5 35.1.0.404
2650 28,5/ 0. 0550 == T ;
0 -Glucos-| 70| 15,4 1.038 :
p-Oxyace- 5670 45.8 0.04700 oup1| 5 g5 By Glucosy 70 198 &850 o ool 4 85
tophenon 11130, - €0. 8/ 0. 0365, h 10701 77.5.0. 606 -
12590, 66.9] 0.0381 - Phenol _ | 1070 77.5/0.606
R , NI W | S :
_laeorg — . o
Methanol §G346) Spuz | - - _ Tebelle 5.
;;;:;;;101 21770/ Spur S Versuch mit dem Fermentpriparat
v '525’00 Spur N Nr. 16, (Kulturlgsungvon Corti-
" 21770| 3.1 [0.000630. ) s
n-Butanolaszoq). 4.9 0. 00c81 ovorg cium centrifigum).
B-Glucos—| 208]' 30.9 0.751 ] Substrat: l ¢ Spal- k | . |verh-
. , .8] 0. 51 8. - i 105,k Mittel| o0
i von | g7yl g7l 051 | 060N B34 BGaEkn, |t | 1A M inis
| - , 0ga3 12.9 (000610, -
Tabelle 24, Phenol ool al0.cC6) 1
‘ . [1284815.9 0. 00586 ,
Versuch mit dem Fermentpriparat ” 0 (‘):01040.
i B 9833 21.0 (0. 0104
Nr, 15, (Ochsenleber), o-Kresol ionia 28 8 0;0091,90.(:096 1,64
e TR e il s i ,
B Galaktopy | tung 105 % | Yol ienis o renc | 55 138 '0;.005280 soddh it
| 0 i g ~Kresol. ' Vi Lo N 1,04
‘ ‘ i 12843 16.5 0. 00610)
geg| 30,0/ 0.178 8.5 10, 99639,
Phenol | 10471 56;4 0,185 | 0-18 1 P ——
N 868  33.4! 0.204 m-Kresol| [ ~ | [0.008] 1.33
o-Kresol | 1259 47.1 0208 0. 20§ 1,14 , 12343 21. 0'|0,00795!
0.7 - 9833| 20.1 (0. 00891
868 42.2 0.275 . 33)°20.1 0. 00891}
p-Kresol | 1947 59,0 0.199 | & 237 1.81  Guajakol 12819l 9.8 T s
440 20.6 0.227 T . _
m-Kresol | 1505 52.7| 0.215 | 0.208] 1.15 0833 12.9 0. 00610
. 1943| 65.5| 0.181 f{;g}fes;f::“ 1T o.oces] 1:08
cunran | 568 26.2 0,038 12843] 17. 4 |0. 00647 :
#18%0% 11391 31,1 0014277 ¥ o833 14.5 |0, 00691
T o V Vanillin |- 1 0.00e8] 1.13
Salicyl- | 197 29.7 0.777. niliin. - '
aldehyd | 417 45.8| 0639 | 0-708 8.91 12843) 17.7 0. 00659,
Methyl- | 6568 12.9) 0.01080. | o (.0 Iso- | B33 201 00091 o
salicylat (14288 19,2 0.0067| 00875 * """  eugerol jyog4s 25.2;10.,00982[' P
P e | Gy GOl 078 391 g 19838 18.6 L R
-~ e Xylenol 3.5 [0.00906 '
v & 1%.3' 0.843 17845 23.5 0. ‘
anillin | 198/ 817 0.848 | 0.881| 4.87 » |
' ‘gost & , N R -Glucos-| 3564] 35.4 |0.0533 [
825 51.0].0.958 ?d von | ; 0.0052! B.65
Toom s aro 0Ty " Phenol | 8404 62.0 | 0.0500 |
‘ . 31. 1 0.0831(0. 0838 0. 46 : i :
eugenol | yesol 41,8 0.0508) |
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1I Hemmungsversuche m1t kaern und 1h1en Derwaten.

_:Aus dem: Laboratorium von 'Akamatsub® in’ de1 medezmxsohen Takultiit
Chlba ist neuerdings eine Theorie {iber die Spezifitiit der 8-Glucosidase und
8-Galaktosidase vorgeschlagen, wonzch die 8-Glucosidasen und 3-Galaktosi-
dasen auf Grund der spezifischen Hemmung durch: Zucker und ihre Deriv-
ate sowie des verhaltens gegeniiber den B-Glucosiden bzw. p:Galaktosiden
mit verschiedenen Aglykorien in' Emiilsin.' und Taka-typ eingeteilt werden,

Die p-Glucosidasen bzw, p-Galaktosidasen von Emulsin-typ weisen nach
diesen Autoren dieselbe Reihenfolge der Realctionsgesahwindigkeit gegen-
iber j- Glucoslden bzw. BGalaktosuien von Phenol-, 0-, m- und pKresol
auf wie Mandelemulsm und sie Werden durch Phenol B- glucOSxd und B gala-
ktosid und noch stirker durch Gluconsdure- und Gahktonsaure rlacton
gehemmt, wihrend sie durch Glucose, AGluconsaure, Galaktose und Galaktonu
sdure keine Hemmung erlexden -

Die Theorie besagt ferner, dass. bei de,n ﬁ Glucomdasen des T aka-tYPS dle
Reihenfolge der’ Spaltungseschwindiglkeit” gegeniiber ‘den oben  genannten
Substraten mit’ derjeqxgen der Takadiastase ube;cemstlmmt Weiterhin werden
sie durch Pherol- -B- glucomd Glucose Gluconsiiute und Gluconsiiure-y-lacton
nicht aber durch entsprechende Verbmdungen der Galaktoserenhe gehemmt
Bei' den BGalaktosxdasen des Taka—typs liegen analoge Verhaltnxsse yor
wie bei der g-Glucosidase desselben Typs; nimlich findet man eine gleicne
Reinenfolge der Spaltungsgeschwindigkeit von Phenol-, o-, m-und p-Kresol-
B-galaktosid' wie bei der BGalaktomdqse von Takadidstase. Sie werden
durch Galaktose, Galaktonsiure-y-lacton und Phenol-3- galaktosuﬂ spez1flsch
gehemmt dagegen smd sie ganz refraktir gegen Verbindungéi dex Glucose-
reile, ‘Nach' der Akamatsuschen Ansicht kommen in der Natur 1Je1de typen
der B-Glucosidasen bzw. der f- -Galaktosidasen éfters in wechselndem. Meng-
enverhiltnis gemischt vor, was fiir die Mannigfaltigkeit des Alktlvitatsver-
haltnisses verschiedener Enzymherkunft verantwortlich gemacht Werden
Sollte : B .

Im vb11gen Kap1tel dleser mxttellungen habe ich eine Re1he von Aktxwt—
itsver hiltnissen-gegeniiber: den verschiedenen §-Galaktosiden angegeben,
wobej diejenigen Werte, die Weder mit dem des Emulsin noch mit dem der
Tal<ad1astase ubere1nst1mmten nicht selten angetroﬂen wmden sind; Dem-
nach erscheint es mir wiinschenswert, zu priifen, ob dcrartlge Sa«,hverha-
1t durch gemischtes Vorkommen der §- Galaktomdase von ]‘mulsm— und

Takatyp zustande kommt oder nicht.

In Anschluss an die schine Methode von Akamatsu wurde das Enzym-typ
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durch IIemmungsvcrsuche mit Glucose, Gluconsiiure (Ca saly),Phenol- oder
0-Kresol-g-glucosid, Galaktose, Galaktons(nue (Ca-salz) und Phenol- oder
0-Kresol-fA-galaktosid mit p-Nitrophenol-g-galaktosid als Substrat bestimmt,
Die Konzentration sowohl der Hemmstoffe -als  auch' der: Substrate. waren
etwas héher als bei den -Versuchen . von Akamatsuschen Schule, . nﬁmlic(h
Hemmstoffe mit einer Konzentration, von m <15 und -Substrat mit m/833\,
Die'an1l verschiedenen. Fermentpriparaten ermittelten Hemmungstypen und
die dazu gehorigen Aktivititsverhiltnisse gegeniiber einigen p-Galaltosiden
werden in Tabelle 1 7usammengestell‘r ’ :

o Tabelle 1’ ‘
' :Henqmungstyp nebst dem dazu gehongen A1<L1V1t 1tsve1 haltms von
ﬁ Galakt031dasen verschledener He1 kunft '
‘ E: Emulsm typ,‘ . T Tdka-typ N
Die Zahlen des AkthltdtSVGl‘halthlSSLS ausqel de1 von Nr 11 sind der
.’]‘dbelle 1 nn Kapxtel I en’cnommen o ' o

IR

Nl Herlunft :Hem~ i Aktxwtatsvexhdltms gegenuber [;’——quaktomd von
N : mung- .
Cdes o |styp |[Phe-l®7 ! [P o [m- Guaj-{Sali- |Meth-lp-Oxy-Iso- " [m, m’-
n l"Kre— Kre-{Kre-akol |cylal-ylsa— |aceto-|jeuge~ Xyle—-
‘Enzyme MO st |sol  {sol | dehydi licyl- phen~nol - inol
at

on

| Prunus armen-| . I e alaelacl ool aa! oad o A
1 daca (Aprilose) F = 160 0.6 3. 6| 22 80 | 0.36,2.2 ) 0.39 6.7,

o Sl i

!”15'11’ 1.3 1.2(;' 0.71[ 3.9 0.05 3.9 0.25

2 Ochsenleber | It 1 | Lo
Corlicium T D T R
8 | centrifignm. (T4+E 1 /16110 18] 16| — | — | L1} 1.7 15
(Kulturldsung )| i ' N ' o
| Schneckenhep- R e e ol R RENEN A
4 1 ’atopan‘kreasd ?-'HL 1,12 ’1“2‘ — 06 ‘1.4 ]Q.G ‘1.4‘ | 05 , 07
| . D ool - '
:5 1 Takadiastase T 1040, 99, 1.220 1.4 - 0:79; 0.65 0.17) 1.0 0.74 1.5
6| aspergillus | o | 11200217 0.03 095 0.22 14| L1 23
. Sesamuhz o ’ ‘ ) T .
7 Tndicuii yor o1 0.84] 0.920 0.88' 0,56/ 0,75 0;26 0.81 0.417.0.94
Glycine i -
: 8 hispida ‘ T S 1 0,80 1. 1 0.89 0. 56‘ 0 94 ;0‘ §1 11| 0. 94t 1.0
191 Zeamays - T 101 |0.98 1.1 1.2 0.58 0.93 0.‘46 1.0 0,8 1.3
o Twen y Tl T v o T or
0 Gactews 0T [ 1]12[%4)22 140 11 046 14| 17 27
T Corticium T x| v NI b v ‘
11 | centrifignm | T 1016 L0 | L8] L6 = | — L1 LT L7
(Myzel) | ‘ 1 , 1

+ Die Protokolle dieser Verhiiltniswerte werden an anderer: Stelle beschriehen -
werden.
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Wie aus der ‘Tabelle ersichtlich, zeigten'die meisten Fermentpriiparate
ein scharf definiertes Hemmungstyp, entweder Emulsin- oder Taka-typ, aus-
genommen dass die Enzympriiparate .aus. dem Schneckenhepatopankreas
und der Kulturlésung von Corticium das Gemisch der p-Galaktosidasen von
beiden Typen darstellen, Obwohl die Fermentpriparate aus Aprikose und
Ochsenleber in bezug auf spezifische Hemmung in dasselbe und zwar das
Emulsintyp falle.n; so ist jedoch die Reihenfolge der f,S,paltupgsgeschwindig-
keit fir verschiedéne B-Galaktoside voneinander sebr verschieden, Die
Angabe von K, Kobayashi,y wonach die Reihenfolge der sz}lt,ungsgeschwin—
digkeit von pB-Galaktosidase des Emulsintyps .

B-Galaktosid von o-Kresol >m-Kresol >Phenol >P-Kresol R
ist, konnte hei dem Fermentpr:ffparaf von Ochsenleber nicht gezeigt werden,
Besonders deutlich tritt der Unterschied zwischen den beiden Fermentpr-
#paraten in.dem Verhalten gegeniibér Guajakol-," o-Kresal- Methylsslicylat-
und m, m’-Xylenol-3-galaktcsid zutage.. Demnach erscheint es mir nicht be-
rechtigt; beide’ p-Galaktosidasen ohne weiterés als! identisch zu betrachten,

Die Tatsache, dass es Enzyme gibt, die in ihrem Hemmungsverhalten
- zwar-dasselbe, dennocéh.in dem Aktivitatsverhiltnis voneinander verschieden
sind, lidsst uns daran, denken dass die aktiven Stellen in dem Enzymmolekiil,
die, eiherseits das Hemmungs’cyp bedmgen und andererseits das Aktiv-
“xmtsverhaltms bestlmmen vonemander verschieden sind. Dm von 1\/11w'11U

“betreffs der §- Glucomddse erhobene, sowie auch der elgc,ne Ciiber B-Gala-
“Kktosidase erhaltene Befund ‘dass dxe Spaltungsgeschwmdlgkext in keiner
direkten Beziehung Zur Affmxtatsgrosse des Enyyn s zum ‘%ubstrat steht,

kann als Stiitze: fiir oblge Ansicht betrachten, Mit anderen’ Worten giht €8
keinen Grund dafiir, anzunehmen, dass die Grisse der afflmtatsmdssxgen He-
mmung ‘mit der Spaltungsgeschwindigkeit in'irgendeinem bestimmten Zusa-
mmenhang stehen sollte, PP ‘

Bei den Enzyxnpraparaten, die die Hemmung vcn Takatyp ‘aufweisen, bleibt
-der ‘Unterschied in’deny Aktivititsverhiltnis nur gering, Fernerhin bemerkt
“man, dass die Aktivitdt all diesen: Fermentpraparate dureh die chemische
Natur .des Aglykons nur vifenig beeinflusst wird, . Obzwar die Reihenfclge
der; Spalturgsgeschwindigkeit fir verschiedene f-Galaktoside miteinander
nicht immer, iibereinstimmt, bleibt’ die Differenz, . untereinander so.gering,
dass es schwer erscheint, dieser grosses. Gewicht zuzuteilen; Es wire daher
duch mogllch solche B- Galaktosidaesn zu einem Fermenttyp zusammenzuf-
assen, -Das bedeutet ]edoch nicht, dass diese g-Galaktosidasen in allen Einzel-
‘heiten in jhrer Struktur miteinander. identisch -sind, ,«v;e;me,h:_r kann man
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mit wahrscheinlichkeit annebmen, . dass nur. digjenige Gruppen in Terment-
niolekiil von Enzym zu Enzym. gleichartig gebaut. sind; - die-die Hemmung
bzw,. das Aktivitidtsverhiltnis bedingen. . : :
/ ‘ Versuche
A, ‘Hemmungskérper.
Als Hemmstoff in der Galaktosidspaltung wurden die folgenden verwendet:
1) Phenol- p-d-glucosid (Sc hmp 173 174") oder 0-Kresol: [‘ d- glu('osxl (S( hmp,
163-164°), : : i ‘ :
2")‘“ Phenol-3-d-galaktosid (Schmp.: 143- ]4/]”3 oder o- Kresol ﬁ -d- gqlaktomd »
(Schmyp 193-194°). SRR ot : P : '
3). -Glucose,
4y, Galaktose, -+ T e ST RPN
5y, Calciumgluconat, S o '
' Das Calciumsalz, das Herr Dr.M. -Fujisali mir freundlicherweise ‘gelief-
© 2 ertshat, wurde aus - verdiintemy Alkohel umkristallisiert. und zuerst im
“Vakuumexsikator, ' dann bei, ‘1100 - imy: Vakudm  dber phosphorpentoxyd
' getrocknet, . ‘ e I L A TR T LI
- . Spezifische Drehung: (1) Freie: Saure, Ca-salz ‘geldst in 7-Proz; HCL.und
" berechnet fiir freie Siure, [aj = 0,27° ¥ 100,/2:61 X 1 &= - 10, 3¢,

%unmlttelbm nach Auflosen, sie stexgt belm Erwarmen auf [ncj = +O
629 % 100,/2,61x 1 = +23.8° an. Nach Tollensi®) sind die entsprechend-
. en Zahlen -+10,0° bzw, +23.4°, (2). CauSalz,‘ in W'xsser, [a)%8= 40,32

x100,/5, 36 x1=+5,97° E, Fischerd ergab den Wert, +6,7% |
.. Ca-gehalt: Gefunden 9,30, berechnet fiir (CBHI 107)2051 9,329 Ca
6). Calcmmgalaktonat : ;

- 0.7120g Shst, 0, 0886g HnO (100", im Vakuum uber PzOﬁ ) Gefunden 17.3,
bereclinet fiir (CoHy 107)0Ca 5H,0 17.3% H,O. . . - o
Spezifische Drehung: Alle Zahlen beziehen Slch auf Hydrat, (1) l*rexe
Sgure, Ca-salz geldst in 7- Proz, HCL und berechnet fiir freie Siure,

() =—0,40°x100,3,22x 1 =—12.4°, unmittelbar nach Aufigsden; sie
steigt beim Erwirmen auf a)p=—1,89°x 100/3.22x 1 = — 58.7% an,
Diese Konstantén stimmen mit den Angaben von Ruff und: Franz, 1710, §°

~baw.-B97° gut iiferein, (2); Ca-salz, in Wasser, (a5 = 40,12°x100/5; 36
x1=+2,24°, Von Schnell und Tollens'®ist der Wert, +2.85° gegeben, -

+ Ca-gehalt: Gefunden 7,68, bérechnet fiir (CGI_IT 107)»Ca ‘6H,0, 7. 70/ Ca,

B Fermentpraparate
Alle Fe11nentprapara’re Wurden in glelcher Wexse wie m der Vorangeh
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C. Reaktionsbedingungen und Bestimmungsmethode,
Das Rasktionsgemisch der Hemmungsversuche besteht aus:

Substrat, 0, 0048 mol p-Nitrophenol-g-d-galalctosid ..veveveen. 1vcc‘.m,

. Pufferlgsung, 0.1 mol Acetatgemisch-von pH 4.8, enthaltend
Hemmsteff in einer Konzentration von 0°1333 Mol ..-...... ++ 2cem,
‘ Enzymltjsung ............ Pevgesens R L A LI UELE Vv e -1 cem,

Versuchétemperatur' 30:0. 5°.

Die in dieser Pufferlosung etwas schwer lgslichen Ca-salze der Glucon-

und Galaktonsiure werden unter schwachem Erwarmen in Lisung gebr-

- acht, Dass es dabe1 keme L’\ktonxslerung stattfmdet l?sst smh aus dem
unverdnderten Drehungsvermogen erkennen, k

Daraus wird 1, 0 cem Probe entnommen und in 9 cem 10 Proz. Sodal-
Césung hmemplpettlert Die hierauf entstandene gelbe Firbung wird mit
der Standardissung verghche:@, woraus sich der Hemmungsgrad berech-

net,

Tabelle 2,
Versuch mit dem Fermentptiparat
aus Prunus armeniaca.

‘Protokolle’

Tabelle 3,
Versuch mit dem Fermentpriparat
aus Sesamum indicum,

Versuch mit dem Fermentpriparat
aus Glycine hisjn'da.

[~ - A -
Hommungs- [P0 SSPRINSEST,  iommungs-  [SPOLLENGS nacfs
karper 40 Min. | 120 Min. korper 350 Min. | 1785 Min.
Ohne | 30 S a3 Ohne |20 |0
' 0-Kresol-§-d- R o-Kresol-f-d~ |
galaktosid 25 40 galaktosid 10 [ 28
o-Kresol-g-d— | : . o-Kresol-f-d- '
glucosid, g : x 8 Co 8., ‘glucosid : 20 I 50
Galaktose. i S 800 43 Galaktose . ; 5 . 18
. Glucose | 80 | . 43" ‘Glucose™ - | 720 f 50
Ca-galaktonat ' = = 30 43 Ca-galaktonat | 5 | 10
Ca-~gluconat . 10 20 Ca~gluconat 20 { 50 '
Tabelle 4. Tabelle 5,

Versuch mit dem Fer meqtprapamt
aus Zea ‘mays,

TG
kgrpes 253 Min. ‘14‘15 Mi?lz,.h

Ohne : 3 5 ‘ 20

Hemmungs—~ Spaltungs % Spaltungs 2/

N nach nach. .
korper 95 Min. | 260 Min,

Ohne C 30 VB0
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Phenol-g—-d- ' o-Kresol-f-d- | : b
galaktos@d : I 0 . C galaktosid: RN 10 20
Phenol-f-d-~ ‘ o Lo 'o—Kresol—B~d— S ‘ I
glucomdﬁ e 5 20“ : glucosid . 30 80
Galaktose 0", 4. . Galdktose foo10 ‘ 20
- Glucose 5 28 Glucose ‘ 30 50
"Ca-galaktonat 0 2 Ca—gzilaktonat 8 ‘ -
Ca~gluconat 5. 20 . Ca-gluconat f .0 50
Tabelle 6. - ” ’I‘ab’elIe‘ 7.
Versuch mit dem Fermentpriparat ’ Versuch mit dem I‘ermentpmpﬂra‘r
~ aus Takadiastase. - , aus Asj)ergzllus mger
. — Spaltungs %|Spaltungs % . = . Sp'lltungs ‘/ Sﬁ%iltungs or
%—{_feménungsm nach I hach ° ' E; rmg;ungs 4 nacht ' -|- nach ’
‘kérper | g3 Min. | 200 Min, _U™P®T. | 860 Min. | 870 Min.
Ohne 30 | 50 Ohne 20 40
o-Kresol-§-d- © L o-Kresol-f-d-
galaktosid . 10 ] 20 galaktosid 8 15
o-Kresol-f-d~ C ‘ o-Kresol- —d—- . I ‘
glucosid p 80 l 50 glucosid!’ p © 201 40
Galaktose 1 10 E 20 Galaktose | 8 i 16
Glucose 50 Gliicose R Y (B
Ca-galaktonat ! 10 18. . ' Ca-galaktonat 5 10 .
! : o RS ‘ )
Ca-gluconat 30 ; 50 - Ca-gluconat 20 .40
Tabelle 8. , ~ Tabelle 8. »
Versuch mit dem Fermentpriparat Versuch mit dem Fermentpriiparat
aus Irpex lacteus. ‘ aus Corticium centrifigum (Myzel).
B Spaltungs % Spaltungs % . |Spaltungs %;[Spaltungs.%
E;rmgiungs nach nach ilbirggungs— nach | nach
pe 11060 Min. | 8770 Min. 2325 Min, |,6245 Min.
Otme 43 65 Ohne 7 15
~Kresol ~p-d- 0 o-Kresol-f3-d-
galaktosid . 2 40 galaktosid S 6
o-Kresol-f-d- | N o-Kresol=f-d= | - . - o
glucosid 43 65 glucosid 8 ‘ 7 15
Galaktose 1B 30 Galaktose R i 6
Glucose o 43 : 65 . Glucose . ' L7 15 ..
Ca~galaktonat 20 40 - Ca~galaktonat 3 6



Vol.'1 No.1

Studien iider die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden

(231) 18

' (,a—-p,lucon'it ¥ v43 65

Ca—giuconat

"L‘abelle 10.
g Versuéh mit dé1ri“1«‘ermentpréipinrat
: aus der Kulturlé ¢sung von. Corti-

Tabelle 11.
Versuch mit dem Fermentpriparat
aus dem Schneckenhepatopankr-:

cium centrzfzgum “eas,
Hemmungs—- Spai;c}lméllgfs vy Spalllt;é}fé [ T — ; Sﬁgggfs ‘V‘ Spaif:g;l;s 87
“kdrper 120 Min. | 320 Min. kérper 120 Min. | 320 Min:
Ohne s | st V‘O'hne‘ R - T
e | e | w pmee] o | e
sloeelfe- | qg | @ gEmesd | g |
Galaktosé‘\' ' SR RN IR T ‘Galaktose | - 50 - B
Glucose | BT INN B Glucose BN 80
“ Ca»—galaktonatv ; 10 1 k . 18 ,Cq-galaktonat I 4 .82. ‘ 54
.. Ca~gluconat . T - 15 31 I - Ca~gluconat 1 ¢ 28 ] . B4

Tabelle 12

: Versuch mit dem I‘ermentprapardt

. aus der Qchsexuleber.

P Spaltungs 9 {Spaltungs Y
il-i'.emg.lungs—- nach ~ nach 4
worper. 197 Nin | 432 Min.
Ohne ! 30 50..
0-Kresol-f-d~ o0 1 E ‘
galaktosid 2 T FE 52

. o-Kresol-f-d- | ;
glucosid 20 30

 Galaktose { o -30 . 50
Glucose Y Fo 300 B0

" Ca-galaktonat 80 ‘ ‘ 50

B 0 | 17

Ca-glucona ‘
S 5 o i

= I11. - Fraktionierungsversuche

: an einigen . B-Galaktosid-

asepriparaten Verschiede-

ner : Herkunft, Ein Beit-

rag zur Frage'der Glyko-
sidasetypen,

Im zweiten Kapitel dieser mitt-
eilungen habe ich- hervorgehoben,
‘dass es nicht selten solche pB-Gala-

_ktosidasen. gibt, die in ihrem He-

mmungstyp zwar dasselbe, jedoch
in dem Aktivititsverhiltnis vonei-

* nander verschieden sind , So gehirt

z.B. das Enzym aus Ochsenleber

in seinem Hemmungsverhalten dem Emulsin-typ, wihrehd sich das Aktivi-
titsverhgltnis in der Spaltung einiger g-Galaktoside, namentlich des o~Kresoi,
(Guajakol-, Methylsalicylat-, m, m’-Xylenol-g-galaktosids, als ganz veérschieden
‘von: Mandel- bzw.. Aprikose-emulsin erweist] Hierbei kann es atich miglich
gein, wie von Akamatsuschen Schulern angenommen®, dass dexértige neue
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Aktivitatsverhalinis dvrch Mischung zweier f- Galektcsidesen von Emulsin-
. und Taka-typ zustande kommt wobel die letztere wegen geringeres Gehaltes
dem Nachweis durch -hemmung entgegangen worden war, Zur Entscheidung
dieser Frage habe ich die Fraktionierung der Enzympriparate, “unternomumen,
um' zu sehen, ob eine teilweise Trennung beider - -Galaktosidase-typen
stattfinden wiirde; falls das Enzympréparat erkhch ein Gemisch darstellt.
Solche Versuche habe ich schon an der 8-Galaktosidase von Takadiastase ausg-
efiibirt und festgestellt "dass. nur einzige @- Galdktosxdase darin “vorkommt,
In der vorliegenden Arbeit wurde an I‘ermentprdparaten aus Apr;kose-
emulsin, Sesamum-Samen und. Ochsenleber versucht, zu&prufen ob das
Aktivitatsverhaltnis gegeniiber yerscniedenen pB-Galaktosiden 'sowie auch
das Verhalten gegen Hemmungskorpel bei der blaktlomerung smh andern

oder nicht, ; ,

7ur Bestimmung des Aktivitdtsverhadltnisses dienten als Substrat bei
Aprikosen- -ferment Phenol- und o-Kre sol-g-galaktesid und bei den Fermenten
aus Sesamum-Samen Sowie Ochsenleber zwilf B- Galakt051de mit vcrsahled
enen phenolischen Aglykonen Ausserdem wurde die B gluuc&da‘msc he
Wirkung jeder Fermentfraktion mit Phenol- und o-Kresol- oder: p-Nitro-
phenol-g-glucosid als Substrat ermittelt, ‘

‘Das Hemmungstyp wurde, nach der schonen Methode von Akamatsu
-mit p-Nifrophenol-§- galaktosid als Substrat und mit Phenol oder o-Kresol-g-
-galaktosid und entsprechenden B- -Glucosiden, Galaktose, Glucose Ca- galakton-
-at und -gluconat als Hemmungkirper bhestimmt,: Die erhaltenen Resultate
-sind " in folgenden- Tabellen 1—3 zusammengestellt SRR

: Tabelle 1,
Fraktionierung des Aprikose-emulsins,
Aktivititsverhaltnis und Hemmungstyp.

Fermeritfraktionén .- Dazu ‘wutde die Fermentl¢sung durch s'cufenWexse
Fiallung mit Methanol {raktlomert
Nr. 1.  Ausgangslésung A, '1.7—proz. Li¢sung von nach B, Helferich und

' Mitarbeiternt) mit Tanninverfahren hergestelltem Prap#rat.
“Nr. 2, Ausgangslcsug A, gefollt mit 15-proz. Methanol, Niederschiag in
‘ o Wasser geldst,™:
Nr, 8. ‘Filtrat aus Nr,. 2, gefallt mit 25 proz Methénol, Niedé’rsc‘hlagv in
© . Wasser geldst. © . ; A Pe
Nr, 4. Tiltrat aus Nr, 3, gefallt mit40-proz. Methqnol Niedersé‘hlag in
b Wasser gelist, ‘ : REERE
Nr. 5. Filtrat aus N1~ 4 gef'\llt mit 6() -proz, Methanol Niederschlag in
Wasser gelos‘r : o » S
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Nr. 6. Filtrat aus Nr. 5, gefillt mit 80- proz Meuhanol Niederschla’g “in
‘ Wasser gelgst. - o " .

Nr, 7. Ausgangslésung B; eine andere Sorte des Tanmnprdpmats 1.7 proz,
‘Lisung. :

Nr. 8. Ausgangslgsung B, gef’xllt mit 50- plOZ. Methanol Nlederschlag in

' : Wasser gelost ‘ o

' Akt1v1tﬁtsverha1tnls*
Nr. Hem;;x:ngs— . B-Galaktosid B—Glucogld

: Phenol | -o-Kresol a Phenol ! ) o—Kr;aé;i o

Lo B 101 18 [V 6.95(1) | 1 161.1 (23.2)

2| E 1 16 | X (1) | 176.6 (30.8)
B =1 ] e 86 (1) | 179.0 (21.0)

o4 = ot ooms | ose ) | amo e

5. | E [ 1 e 1 128 (1) | 28.2(22.0)

- e ; 5 ! 1 188 E' 4,74 W 1 110.5 (23.3)
7 _ ( 1 15 [ 6.1 (1) f 143.3 (28.6)

8. { T “:18.4‘ ] BB (1) | 2294 (26.1)

* Aktivititswert fiir Phenol-#-galaktosid ist ‘als 1 gésetzt. ‘Eingelélammerte
Zahlen zeigen das Aktivitiitsverhiltnis zwischén. Phenol-und o—Kresol—B—glucomd '

## F bedeutet die Hemmung von Emulsm-—typ, d. kL. die Fermentwirkung wird
durch #-Glucosid, ﬁ~Ga1akt081d und Ca»gluconat, nicht aber durch Glucese, G'llaktose
und Ca—galaktonat gehemmt.

Daraus ist zu ersehen, dass das Verhiltnis der Fermentaktivitit gegen.
iber beiden p-Galaktosiden bei der Fraktlomerung fast unverdndert bleibt,
Dies -deutet mit Wahrscheinlichkeit damuf- hin, dass die B-Galaktosidase
des Aprikose-emulsins einheitlich ist. -Derselbe Sachverhalt l&ann auch
von ‘der g-Glucosidase des Emulsins gelten ' . Ce

Beziiglich des Zusammenhanges der B-Glucosidase mit der g-Galaktosidase
in Emulsin ist schon von B. Helferich und Mitarbeitern 5 eine Ansicht
hervorgehoben worden, wonach sowohl B-Glucoside als auch p-Galaktoside
durch ein und dasselbe Enzym das Sissmandelemulsins gespalten werden,
Gegen d1ese Auffassung spr ICht ]edoch der Befund von Miwa und Mistarb-
e:tern2> dass das Akt1v1tatsverha1tnxs das Apulxose—-emulsms gegeniiber
Phenol-g-glucosid und -g-galaktosid bei der Fraktionierung mittels Tonerde
B-Adsorption sowie auch. mit Methanolféllung Verdnderung erfahrt, die
sicher ausserhalb der Fehlergrenzen liegt, Solche Resultate kénnen wohl
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am leichtesten mit der Annahme erklart werden, dass die Spaltung der

B-Glucoside und der - -Galaktoside durch V(:‘I'SChledEIle Fermente des Emulsins

bewirkt wird, Auf ganz anderen Griinden stellte Akamatsusche Schule 126

eine Spezifitdtstheorie auf, wonach g-Glucosidase und B-Gala aktosidase des

Emulsins verschiedene Enzyme darstellen,.- Auch meine . Versuche haben

ergeben, bass der Wirkungsquotient, - GIucosidase : 8-Galaktosidase, durch

TFraktionlerung mit Methcmol oft betrichtliche Schwankung aufweist, was

ebenfalls die Annahme der Sonderexistenz zweier, versahxedener Enzyme

nahelegt, ‘
 Tabelle 2. ‘
. Fraktionierung der Fermente von Sesamum -indicum.
Aktivititsverhalthis und Hemmungstyp.

Fe1mentfrakt1onen :

Nr. 1. Ausgangslosung, Auszug mit 0. OSn—Ammomak aus Acetonpulver der
Sameén von Sesmuim indicum, neutralisiert, von entstandenem Ni-
ederschlag befreit, dialysiert. '

Nr. 2. NlederSchlag, der beim Neutralisieren des . ammomakahschen Ext-

o \'rakts gebildet Wurde, in Wennjg Wasser suspendiert.

Nr. 3.V ‘Ferrnentl( sung Nr. 1, adsorbiert an ‘Tonerde B bei pH“5.6,

" gewaschen mit 0,05m Acetatgemisch von pH 4.8, eluiert mit.
. 0.05n-NH;, neutralisiert. AT o

Nr. 4. 'Fe-rmentlcsung Nr.1, mit Ess1gSaure zZl pI-I 4, 8 angcsauert von
entstanderiem Niederschlag befreit, dialysiert, ' )

Nr. 5. Ferméntlosung Nr. 4; 'eihgeen:gt bei 30-33° unter veijminc_lg;'tcm

Druck..
E f ' o | © Aktivititsverhiltnis * o
- ‘ i ERTIREREEAS
R o - B-Galaktosid vor: IB"GI‘}E:I.OS“I
Nr. él) y-—c T L] : ;-i- 1 : =] — T - -
=l =] o 1@ ife) Lg | e O i : ot k=]
g3 18 88 1d |Bh EEIEHIEERE IR RN
JES W Q ;E w12 ﬁ{’)‘ %‘,:: = I A A Rl I Fl S
T = I R A i g |HE | &S0 ® O'S"’T»'.z‘a.:: 4
T R o fa g |C |0RAT o8| 5 (BB AR A8 A e
LoTe 1|08 4‘ 0.92, 0.88)0. 56 0.75] 0.24 0.81 0,73 0.41/ 0. 94{ 1.03] 0,16, 0:26
wlrll 1 Lo 1 0.28 1,07 ‘ 0.50 1 124 0.21] 088
a8 l T 1 josg Lol 1 ‘!o;‘se‘ 0.82] 0.25 1.02| 0. 88 0,53 1.05 0. 04‘ 0.92 0. 40 ‘
4 T 1 0.800.87)1.040.64 0.89 0.27 0.90 0 75 0.5 a01 1.03 1.02| 0. 12‘ 0

. 5.‘ ~' 1

— -] = "‘i m‘ 1_ 101«01/ oozr'

i

% Die Aktivitit fiir Phenol-$-galaktosid-ist als 1 gesetzt.
- %% T : Hemmung von Taka-typ, d.h, p-Galaktosidasewirkung wird ‘durch - .



Vol.1 No.1 Studien ither die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden (235) 23

Galaktos:de, Galdktose und Ca-—galaktonat gehemmt, nicht aber durch Verbi-
ndungen der Glucosereihe.: : :

Die Ergebnisse/‘in Tabelle 2, zeigen, dass das Aktivitdtsverhiltnis der 8-G- -
alakt0s1dase voz) Sesamum-samen gegenube1 zwilf B- Galaktosxden bei der Fer-
Fermentflgktlon blelbt dasselbe, I)axaus kann man mlt Wahrschemhchkelt
schliessen, dass im Saman von Sesamum nur einzige p-Galaktosidase im
Splel ist, ,

Hingegen Verh1elt su:h die - GluCOSIddtIS(.,he Alktivitat des Sesamum-enzyms
unabningig von der -Galaktosidasewirkung bei der Fermentfraktioniering,
was ‘man als Bewéis dafiir betrachten darf, dass beide Glykosidasen von
Sesamum-samen vaoneinander. verschieden sind, ‘Weiterh‘in st¢sst man bei
der 8-Glucosidase von Sesamum-samen auf einen merkwiirdigen Tatbestand,
dass das_Vgrhﬁ‘ltnis ‘der Wirkung gegen Phenol:g-glucosid : o-Kresol- R-
glucosid, eine ‘'so erhebliche Schwankung alifweis dass sie schwer fur
experimentellen Fehler gehalten werden kann Solche Ergebnisse lassen
uns vielmehr daran denken, dass die Sesamum-g-Glucosidase ein Gemisch
von mehr sls zwei Enzymen-mit verschiedener relativer Spezifitdat darstellt,
Nazheres dariiber sqll an anderer Stelle berichtet werden.

Tabelle 3,.
Fraktionierung der Fermente von Ochsenleber,
, Akt1V1tatsverhaltms und Hemmungstyp
Felmentfraktlonen d
N_r, ‘ 1_ Ausgangslosung A Ochsenleberautolysat klar lzerit'i:ifugvieft, undz
‘ _d1a1y51ert ,

NT. 2. 'I‘ermentlcsung Nr. 1, 28 Tage be1 25-27° stehen gelassen
Nr.uf 3, Ausgangslosung B Autolysat anderer Sorte, dlalysxext ‘
Nr 4, 1+ermentlcsung Nr 3, adsorbiert an Tonerde B bel HH 5. 5 elulert

_ bei pH 4.8, dxaly&ert ,
Nr 5. Tonerde B-Adsorbat, nac’h Vorelutlon bei pH 4.8, elmert mth 05n-
i . NH;, d1a1ysxert '
Nr. 6. Restlcsung der Tonerde B AdSOI'pthn, dialysiert, o
Nr 7. Dleselbe I"ermentlosung wie Nr 6, Aktlwtatsbestunmung derselben
,dber erfolgte bei pH 7.0 im gegensatz zu pH. 4.8 bel Nr. 6. )
Nr. 8, Acetonpraparat del Ochscnleber mxt 0. 0511 NH; ausgeéogcn, neutl-,

_va11s1er1: dxalysmi

o

N1 9, Ruckstand aus Nr, 8, untcr Znsatz von Wasser 74 Stdn. ) bu 309
N dutolyslert dialysiert, '
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Nr.10, Niederschlag, der beim Zentrifugieren der Ausgangslosung B
gebildet wurde, in wennig Wasser suspendiert, :

& ! A Aktivititsverhiiltnis * LR
@ ! [-Galaktosid von = - prOlucosid
Nr g - 3|3 1 [ » k ] gl _~~—-—-—T o
AR SR e I R
1 B 111 14! 1.31 1.150.104 3.910.048 8.61 4.87 0.46 T | 2.51) 4.5 2.63
2./ B |1 1 148 — = =] ——i 4.13 4,25 — | 1.02 8.44] 1.60 3.74
3. |E 1 1 E 1.39 1.250.12 — }0.048: 5.23 5, 84; 0.4/ 1.16 3. 16 12.4 - 12.6 -
4 B |1 0.93‘5 1.45‘5 125 - —| —|2.84 4.0‘55 0.89 1.01} 2.28: § 12.6) '22.3
5. 1B 1 11,02 1.58 188 —| —  — 490492051 118 3’00'i 15.3 13.1
6 |E 1102150128010 — 0.51 120 3. 81{ 10.1 112
7|1 [1.03 146l 1.440.19 —~ 0.050] 5 74‘ 6, 11! o. 42‘»1.03; 430 — —
S8 |E| 1 ] Lo 1. 130 —|617 —|611 6.00 — ‘ 107 4. 56]! 5.56 3.84
9 E' 1 i 1. 11‘ 2. 02| 1 64 m|~: — \ 6. 201 6.86 —~1 = 5. 301’ | -
10.§E’~i—j——i—-— JERE RN —) ~k—_H \

| o
* Die Aktivltit fiir Phenol—ﬁ—galaktosid 15t als 1 gesetzt.
#% E bedeutet die Hemmung von Emulsin-typ. ‘

Aus dieser Tabelle ist zu erseheri, dass sowohl das Aktivititsverhslthis
gegenuber angegebenen 8- Galakt031den wie auch das I-Iemmungstyp bei der
Fraktionierung des I‘ermentpmpamtes fast unverandert ble1ben Demnach
erscheint es uns mcghch anzunehmen, dass die j- Galakto'mdase der Ochs~
enleber vielleicht emhewhch sei, Nach ihrer erkungsrmhenfolge in der”
Spaltung ven JFPhenol-, o-, m- und p-Kresol-3-galak tosid sow1e 1hrem Verh-
alten gegeniiber Hemmungsko1pern, ist die 8- Galaktosxdase der Ochsenlebcr
von Kobayashi » dem Emulsin-typ zugeteilt worden, Es ist insofern wohl
mogli#h, das Ochsenleber-ferment in Emulsin-t‘yp‘ein‘z‘ureihen,y als man das
Verhalten dieses Enzyms gegenube1 den gepriiften Hemmungskorpem als
wichtiges Merkmal in Betracht zieht, Jedoch lisst die Tatsache dass das
Alstivits stsverhiltnis dieses Fermentes gegenube1 Verschledenen [A-Galaktos-
iden von dem;enlgen des Mandelemulsins mehr oder weniger stark abweicht,
mit Wdh1schemhchkc1t vermuten, dass beide B- quaktosxdaSen in allen
Einzelheiten miteinander nicht identisch sind, Hlerzu e1svhemt uns die
Annahme vielmehr naheliegend, .dass die Struktul des Enzyms die das
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Verhalten gegeniiber  Hemmungskorpern bestimmt, bei beiden Fermenten
dieselbe und diejenige, die fiir das Aktivititsverhiltnis verantwortlich ist,
voneinander verschieden ist. )

Fiir solchg Auffassung sprlcht ferner auch der Unterschxed in der pH-
Abh#ngigkeit zwischen den beiden B-Galakt031dasen, Wie Abbildung 1 zeigt,
weist die’ Aktivitéits-pH—Km'v'e der [B-Galaktosidase der ,‘Ochsenleber cine
ziemlich breite ‘VpH-Optimumzone auf, was auch von Kobayashi beobachtet
worden. ist, Sie weic:ht von derjenigen des Mandel-emulsins stark ab. Dass

sie nicht etwa durch : Begleitstoffe zu-
- stande kommt, sondern. -der B-Galakt-~

Top ) . Co “osidase der Ochsenleber eigert ist, kann
bof E‘-‘g man auch aus dem Umstande ersehen,
¥y ;3% dass die Kurve bei der Fraktionierung
é" ~}o' g‘g des Enzyms unversdndert bleibt, Der ‘von -
Sl o & etwa pH 5 an nach saurer Seite steil
20b absteigende Verlauf der Kurve findet
A seinen Grund vielleicht darin, dass die
fof B-Galaktosidase der = Ochsenleber gegen

EX) ;o ‘é.o. T TR, J H-Tonen ungemc;in émpfindlich ist, So ist
‘ M z. B, ‘beobachtet; worden,- dass eine

 Fig. 1. e ;
Fermentldsung aus Ochsenleber  durch

Aktivitits-pH-Kurve der {(-Gala~

" ktosidase der Oc‘:hsénleber. d-minutigen ’Au‘ss\etzen zu pH 4.4 etwa,

70-proz. ihrer g-galaktosidatischen Akti-
‘ R vitit einbiisste, .

Aus den” obigen - Ergebnissén mochte ich folgendes erwihnen : -e$ ist
moglich, auf "Grund ‘des Verhaltens gegeniiber Hemmungskérpern, g-Galakto-
sidase in zwei Typen, Emulsin- und Taka-typ, einzuteilen, Jedoch bededtet
die ldentitit in .dem Hemmungstyp nicht immer die der. G(,S'untstmktur
des ¥ d1n1entmolekuls

‘ o ‘Versuche, B ,

Die Beding“‘nngen dér enzymatischen Reaktion sowie der I-[ehﬂnungsver—
suche habe ich in einer friheren Mitteilung 1 und im zweiten Kapitel
dieser Berichte beschrieben. Zur Ermittelung des pH-Optimums an versch-
iedenen Yermentfraktionen den Ochsenleber, mit Ausnahme von Nr, 1,
diente die p-Nitrophenolmethode, die bei den IIemmungsvmsm hen immer
angewendet wurde, S ‘ '
: ) ‘Protokolle,

A Bestmnmmg des Al\llVltdtSVGlh'lllIllSSLS an l*ormcntfmknonen (Nr,
1-8) aus den Samen von Prunus- armeniaca, ‘
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Tabelle 4. Tabelle 5.

" Versuch mit Nr, 1 ‘ Vérsuch mit Nr, 2. °
Substrat : Spal- IMitt Ver-  Substrat : Spa- Mitt | Ver-
-Galakt-,, b |tung | 168,k 717" [hiltn- —Galak—- ltung | 108, k hilt-
%sid von le' g _ ]EI is e:osxd vonng B el nis

30 213 3.47 T
3880 23.2 0.0595

1 45| 25.8| 2.88 . | ‘

‘ . : Phenol | 8730 44.2! 0,0290/0.0308 1.
Phenol | 70 36.2 2.79 | 2.¢5 1 ;

N e e &l ) 10930 57,3] 0.0338 1
o-Kresol¥| 30| '41.9| 7.86 | 8.1716.3  o-Kresol 1238‘ 449 0.407 | 0.98912.6
o 45| 57.8 8.83 | 78,2 0.82
~Gliicos- = 10 '88.3/20.07 | " |'ner | P-Glucos g . ;
iﬁd von | 15 49.1 1965 20.50 & ‘f? {gd,von ooy S4B 0T 1 0.176 o7
Phenol | 20/ 60.7)20.£8 | ( Phenol .0 & b
ek B 22,1217 [ ‘_ 30| 28.8] 4.92 o
o-Kresolii 10 4279243 | 23.03 2851 olKresol| 60 50.45.16 |5.44 %g"sﬁ

" | 15 9.025.8 | (25-2) 110 80.0] 6.35 |(80-8)
x Enzymménge:l/G. "'f* Eﬁzymniénge': 1/20.
" Tabelle 6, Tabelle 7,
‘ VerSué_h mit Nr, 3. Versuch mit Nr, .4_.
Substrat ot Spal-~ ot T e Substrat: | Spal-): . | Mitt Verhﬂ
-Galak- tung | 10°.k itt-| Verh- B-Galakt- tung | 108,k | 1" 80
tgsxd,von Mm 9% , iel  |altnis  ogiq von Min. | Tp = T el ‘altms
"1 520 24.6 0.236 | S | 180 22.1 0.603
Phenol | 1280/ 44.5 0,200 | 0.218 1 Phenol | 260 $2.0| 0.€44 | 0.655) 1
ST 11810 59.61 0,217 |- : 515 54.9) 0.671
‘ 15 16.5| B.22

20 18.9/4.55 | - ‘
o-Kresol 55 41,9429 | 439202 . o-Kresol¥ oo 2720 567 173
o s ang4d | , 60| 58.4 6.34

3 1 | ‘ 5[ 17.2| 5.47
B-Glucos~. 60/.22.81.87 - = | g, B-Glucosidy - 30| 36.1] 6,26 13.90
id von 120 40.2 1.86 1.8 ¥ von 3| 45 46.86.09 |6.05| %7
Phenol | 180 54.4 1.89 | | (1) Phenol ¥ = 60 .56.9 6.09 )
g ; 85/ 70,6| 6.26
5| 22,8 22,48 T
10 28.1 11.41 7
o-Kresol # 20| '47.4| 13.95 | 13.01 (‘1?;'96()) oKresol¥ 1o fa.5 %.54 104.76 ?ég'g)
' %0 -6} 11867 | ' | 20 €9.0] 25.43 I
¥ Enzymmenge=1/3 - » *Enzymmenge=1/2 #1715 kRx=1/10
Tabelle 8 Tahelle 9,
Versuch m1t Nr 5 Versuch mit Nr, 6,
Substrat | Spal- Ivert . Substrat: | Spal—|
el gt Mxtt-— Verh- t As 1 M1tt—- Verh—
Esgl’!lvz:)l;t Min. tu‘,l}g 105, k dltnis ﬁ;ga‘lrgll{lt"}Mm tl::‘/lulg 108k el 'altmq

* 5200 17.1] 0.157 | | . , 3350l 14.8 0.0210) |
Phenol | 1440, 43.5/ 0177 | 0.166 1 Phenol | 5200 24,6 0.02300.0230 1 -

2155 55.8 0.165 | . 12810 513 0.02500 . |
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7| 93.5] 1.55 N 480 236 0,22 [
o-Kresolfj 125 .7 L4 |1.48/17.8  o-Koesol¥ 19 e % 0.208 | 0.216,18.8
| o225 549153 |0 | © | 2630, 71.6 0.207 |- '

0% 23.5| 0.430. . | . o o .

- Glucbs— g SERE ; -Glucos-' 745 17.7: 0.114 .
Ao 525 40.20.4%0 | .42 130 | 2550, 45,5, 0,112 | 0.100 %'1%4
Phenol | 13%% 21 g0’ 401 (1) Phenol | 4740, €6.4| 0.100
' 15| 28.2] 9.59 28,2 30, 165261 | |05
o0-Kresol 30 47.41 9.30 | 9.36 |95 0) o-Kresol 60| 30.0] 2.58 | 2.b4 (23'.,«

50, 65.3 9.19 | ¢ 120, 49.7] 2.42 -5

* ,Enzymmengquifz b =174 * Enzymmenge=1/2

‘Tabelle 10, Tabelle 11.
Versuch mit Nr. 7. “Versuch mit Nr, 8.
Substrat: Spalt- ' : k Substrat: [t ' Spal-
; t - Mitt- Verh- e Mltt-—- Verh-

~Galakt-ly o {ung | 108 & 1007 Layans —-Galalkt- [tung | 108. k

gsid von Min. s el a‘ltn“xs Exd von ’Mm.: o el 4ltmi;
: B0 IZ 20941 |
120 24.1 0.959 i 1410, 16.5| 0. 0556 o
Phenol- 240| 88.8| 0.889 | -0.905/-11 Phenol’ ) 0.0568| .1
3€0| 46.8] 0.762 | 4430 43.5/ 0.0560 .
420 59.6| 0.937 _ :
(12 16.5 6.53 150 27.6 0.9 v
o-Kresol¥, 29 252 831 | 657 145 o-Kresol | 225 41.81.05 | 1.03'118.4
‘ v 300, 63.0 1.09
| 60, 61.116.84 | ... .
= 200 2.1 5.45 .
-Glucos-| - 40| 41.3/5.79 61 . B-Glucos- 26 28.2/ 0.543 1 as
id von i .60, .51,7/.5.32 | 5.50 '1); Clid von 525 " 438.5/ 0,472 | 0.491 ‘1)
Phenol 80 66.4{5.72 | . | ¢ Phenol | zoel g6 7l 0,457 (
.| 100 70.6|5.82" | R -1 0.4
70 25.2| 12.61 »

oo 10 25.2 12.6 o
o-Kresold] 300 27550 i2e7 183 oXresor 128 |04,
30 63.014.39| 17 | 30 sa.0129 |

- # Enzymmenge=1/2 | ** =1/10,,, . *  * Enzymmenge=1/10.

B IIemmungswrsuc he mit den I*cunumtfmkhonen (Nr 1- 8) aus dcn Sdmen
von Prunus armeriaca. :

Tabelle 12.

Ve1such mit Nr, _1
(anymmenge 1 / 25}

Pabelle 13,
.Versuch mit Nr: 2,

“};Iemmungsa - ke Spqltung“’ nach Hemmun;,s»- Spaltung% nach
"k}irper ’ ‘ 20 Min. 6.) ‘Min. krper 190 Mln. ‘ 550 Ml; ‘
Ohne .. ‘' | 116 25 “ Ohne 20 s
T 0| galabon 0 [ 8} B
e |0 )
Galaktose 1B | ‘Galaktose , | (20 . 35
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Glucose 15 25 Glucose 20 %
Ca-galaktonat 15 25 Ca-galaktonat | = 20 35
Ga-gluconat , -5 10 ‘Ca—glu‘conat 6 13,
Tabelle 14.
Versuch mit Nr 5. . o 'I;:‘abellle;IS.

‘ (Enzymmen'ge 1,720 Versuch mit Nr. 6.
Hemmungs- Spaltung ¢ nach Hemmungs— E " Spalturig 95 nach .j vvvv
drper {260 Min, | 720 Min, korper | 240 Min. 620 Min.
Ohne 22 T Ohne .23 36
TR e W emEE w o m
e A R .
Galaktose { 22 35 Galaktose 23 26 -
Glucose ‘ 2 35" Glucose » 23 36
Ca-galaktonat i 22 i 35 Ga-galaktonat N - 23 36 .

VVC;;gluconat Ly ! 12 Ca-gluconat i 6 12

 C: Bestimmung des Aktivititsverhiltnisses an Fermentfraktionen
(Nr.1- 5 aus den Samen von Seramum indicum.
Tabelle’ 16, ,

Versuch mit Nr, 1,

Substrat: ¢

Spals e b
Bl [t 100 x| it Yerd-
Phenol | 2550 574 0131 | 0159/ 1
o-Kresol | 3200 254 0-126 | 137/ 0,84
p-Kresol | 1200 80.80.180 | g el o g
m-resol| 12331 0.8 0127 | 0.129] 0 88
Guajakol gggé 22,11 0.0878)5 o774 g 56
S B B30 ondon
Mothyisad 1325 v e

10080 46. 8 0. 0274

12355

Tabelle 17.
Versuch mit Nr. 2.

p-Oxyace- 32. 7 0.139 : ,
fophenon | 4210] 60 5! 0. 006 | 0113 0.81
oxr o | 1285 26,7} 0.208 [ o]
Vanillin 4210] 59.9( 0,094 0,102 0.73
Isoeugen- 1235 19.5| 0.0763 :
ol 4210) 44,9 0.0615 9] 041
1.8,5- | 1200 3.0 0.145
Xylenol | 2830] 53.4) 0,117 | 181 0.24
p-Nitro- | 1200, 5.4 0,158
phenol | 2830 56,7| 0128 | 143 1.08
-Glucos- 2830 14.5) 0.0240; . .
i% von | 8380 36.9 0.02380.0228 }?4
Phenol (12899 --45.5 0. 0205| i 1
14201 118/ 0. 0384] | 0.9
o-Kresol | 4120 28.8) 0.03520, 0366 3 2
8645, 51.3( 0. 0362[ i("”)



Veol.1 No.1 Studien iiber die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden (241) 29

Substrat:| | Spal- it [Verh- oy | 1158]. 19.2]0. 0830l
p-Galakt!y b Itung | 1051 Mitt ;]Xlet;is Guajakol | 1020 4e 3| 0. o720~ 9770] - 0-56
osid von | % |
1435 37.2] 0.141 Salicyl- | 1156] 27.0] 0.118 .
Phenol |.5e50 g0.g] 0,141 | 0141 1 aldehyd | 2600 47,4 0.107 | 0118 0.8
. 1065) 33.4! 0.1€6 Methyl- | 2600 20.4| 0. 0380}, aay
o-Kresol | 5e - 501 0,119 | @243 101 salicylat | 6878 38.8 0.0g10 4% O
1065 22.8] 0.155 | p-Oxyace] 1155 83.0] 0.5 ¢ 19|:
p-Kresol | poodl 578 0,148 | O 15% 107 tophenon| 2600 - 54.3| 0.131 | 141 1.0

7l 1900]: 24:1)0.181 1 b R 1155 25.2 0.129 ‘
m-Kresol 2600 54.0-0. 130 0.141} 1.00 Vanillin 26001 49.4] 0. 114 0 122|‘ 0.88

Y 1065| . 18.9; 0. 0854i~ nr Iso- i 1185 18.9| 0.0788 -
Guajakol | poael 348 o 07250 0799 0-56  eugenol | 4030, 46.8| 0. eg0 > 734 053

Salicyl- | 1200/ 32.7| 0.143 1,5,5- | 1165 32.0[ 0.145 | 0 1441 1 05
7ldehya | 2600 50,4 0,117 | %130 0-92  Xylanor | 2600 57.3 0.143 | 144 1

065 9.3 0000 T mvite : 51
Methylsa- i p-Nitro- | 1305/ 36.6 0.151 . °
. 5335 28, 2| 0,02700.0322 0.23 - 36.6 | 0.130] 0.94
licylat 5 7589] 40.8 0. 0300] o ?henol 2755 ‘49.4 0.108 L
T T Glucos| 1086 0.3/ 0.0388 —
p-Oxyace 1200 83.0'0.145 [ o ool 1 o7 5005 B0l 405 0 cdoglo. oa01] 029
tophenon | 2600 60.5 0.155 Phenal | 8260 549 0. CAlS) 0
e : 0. 0540, ,
o 12000 32.7] 0. 143 : | 208 126 | 0:40
Vanillin | 0.142]' 100  o-Kresol | 5450 54:6| 0.06290. 0547|
S, | %600 57.0 014 | 8260 59.3 0.0473  |(1:36)
Tso— 1200 20.6| 0.0835
eugenol | 2020 32.0 0. 0574|°' 0705 .0.50 Tabelle 19.
1,3,5- . | 1065 31.7] 0.155 | 4 140| 1.00 . Versuch mit Nr. 4.
Xylenol | 2585 51.7) 0.125 | " ™) ™" Sabstrat: Spal- o | Mt Vert
) o R B-Galakty o tung | 103,k val v
p-Nitro~ | 1065 59.8 0.207 | , 176| 1.94 osid von |MHIk | o ni
phenol 2636 57.0/0.144 | B i 1136 17 1 R ”
(3-Glucos— 1080] 5.3/ 0. 0217, ozi Phenol 3040| 49.7! 0. 075719 0749 1
id von | 4160| 235/ 0.02800.0245 015 ' : ]
Phenol | 8260, 26.6] 0,0239) ‘ oKresol | 2665 29.7 0.0574) eo1l 0.80
1080] 22.1] 0.104 | 0.88 B 6910 62.0) 0.0€08™ """ ™
o-Kresol | y1e0| ¢2.7] 0,103 - 1035 (4-22) —r y ;
: | Kresol | 2665| 31.7) 0.062L5 yepq o g7
o p-Br €910 65.3) 0.0665" :
Tabelle 18, o

2665 37.8) 0, 0774

_ Versuch mit Nr. 3, m-Kresol|'co1al 70°1-0. o7eo° 0767| 1.04
Substrat:|  [8pal= . {ppy [Ver- T 2ea0] 27.6 0.0638 <]
g;—lga‘}gﬁt-{Mm tt;rég .lo.ﬂk el ;lséiltgn—‘ Gu‘ajyfdkc.J‘l‘. 551? 41.3 0. 0419i0. 0476] 0. ¢4
Phenol | 1305 36.3 0.140 Salicyl- | 8129 35.1] 0. 000l geeo 0.8

2755 54.3 0.127 | %1381 qigenya | 6168 64:0| 0.0720,
T (118e QP Bt T B6eh| 2.9 0.0212 .
oxresor | 158 87.010.118 | o ool gp  Methylsad 2000 525 0 0Taz0, vice) 0.27

2600 47.4 0.207 | ™ "7 T licylat ogogl 351 0. 01“42;

g 1 p-Oxyace 2665 35,1 0.0705! .
p-Kresol | 2600 5.5 0.135 0.1400 1.01 {5 hénon | 6910 €6, 40 068510 oces 5 0.€0

" 1155 42,0/ 0. 145 ] [ g665| 29.1] 0. 05601 ,
m-Kresol | g00 50| 133 | 0,139 1.00  Vanimtin | 2000 2 1" 0 o2lo. 0554] 0.75

1

1155| 32.0| 0.145
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Vol 1:No:

CaEn T Substrat: 'd“Spal . o
Iso-. . 2350 17.7| 0.03€0 050 e 3R + 1 | Mit=| Verti-
eugenol 4028 29.7) 0. 0380|0 o:azo . -gql((;aéiiit 4‘M1n tufl& 165 k ; tel |iltnis
8,5~ | .2668| -39.4] 008200 (el 1 g3 .. .| 329 11.0l0.185 | ,_
%{yfenol 6910/ 67.2 0.07010'0761 103 pMNitre~ \ygy7) 558 0.148 | 0.149) 1.01

‘ — ren 2887 61.7 0,144

p-Nitro-i 1180} 18:8)-0.0777|y q7eol 1. - : e
Phenol _| 3940 48.3 0, 07260 07%% 1.0 T T1oes| 27.¢fo.1sa 0
pae ‘ = e Phenol . ol 0. 150 0.147 1
-Glucos-|. cnapl q ' 2479~ 59.6] 0. - ;

, ~ooo_1oeooosqo ; _ 60189 .
if} §°§1 12647 27.00; 01080' cosss 012 . : S et
Phenol |7 P LT B-Glucos-| 2670, 15.9] 0 0.0282
g R L i von | 8345 37.5| 0.02440.0246 0.17
o-Kresol 19647 Spur U RIS Phenol” ' 15837 53.010. 0211« e

KT SRR 8sds| 5.30.C028 1| N

Tabelle 20, a-Kresol ol 0027r 0.02
18405/ 10. co cozm] l

Versuch nnt Nr 5

D: Hemmung3versuche ‘mit den I"ermentfrak’uonen

Samen von Sesamum mdzmm

Tabelle 21,
Versuch mit Nr.f 1

(Nr, 1-4) aus den

Tabelle 22
Versuoh mit Nr:2

Hemmungs—, : ‘ Spaltung 0, nach - :‘:Hemmgngs- l Spaltung 2§ nach .
 Ibrper 350 Min. | 1785 Min. korper . | 510 Min. T 1487 Min,
Ohne 90 50 Ome "t | % .| s0
K 10 B lg)zl*}lz;{otlggdd— T 0.
TMreed | m | W e | a | W
Galaktos@ N 18 ﬂ Galaktose . ! 10 L0 »
Glucose 20 50 ‘Glucose b !’2‘5,‘ 50" L
. Ca—g'alakto;iat 5 l L1110 Ca—galaktor@htﬁ ‘ 5 10
Ca-gluconat 20 | 50 Ca-gluconat 25 “50
Tabelle 23, Tabells 24,
‘Versuch mit Nr, 3.~ Versuch: mit Nr, 4
,Hemmty‘ln’g_s—- . Spaltung % nach u Hemmungs— ) Spaltung 0(, nach fe
e 420 Min. | 1620 Mm Krper - 1160 Min. | 2640 Min.
Obne =~ 1+ } © 26 6 . Omme | .20 .| 400
pea |10 R i R
Blucosid | 52 P 4
"Galaktose 10 21 ‘Galaktose® "~ 5 w0
Glucose 26 52 Glucose | 20 40
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7 10 Ca-galaktonat: |: 2 - [i 6

Ca-galaktonat |

Ca-gluconat | 26 | 52 Ca-gluconat ~ | 20 | 40

E: Bestimmung des Aktivititsverhiltnisses an Ferméntfraktionen
~+ (Nr.1- 9) aus Ochsenleber, ‘

Tabelle 25. B N v PP

b Mit- | Verh-
Versuch mlt ‘Nr. 1 osid von [V o j‘el ,,,,, 1 Tl‘"
H _ v 3057]- 15.4| 0. 02885 .
Sabstat | |Spal it Ver—  Phemol o010 26.7) 0, 0135 17| 1
B—Galakt-Mm, turjg 108 k héiltn- RTINS AR
i ol (N el . o [ 1 . i
Phenol 1853 gg 8 %ég 0.181] 1 : B 00 MR i
' R ~° p-Oxyace- 1430 23.8] 0.0826l, o7
T a8l 33.410.204 | L, —  Yophenon| 3130, 40.5| 0, 0720 0773 413
0-Kresol | 1g49! 47' 0. 208 0.206) 1.14 N ‘ L
e Vanitin | M3 24100838 gree] 425
p-Kresol | ;558" ‘5% 92151 0.237) 1.31
oL R L ' 1,3,6- | 3057| 15.9) 0.0246l, o100 1 02
(T 440[ 20,61 0. 227 | . Xylenol 110010 26.4 0.0183] 7| ©
m-Kresol | 1505 52. 0.215 | 0.208 1.15 1. - ‘
e T B |4 80 00 o 5.
Guajakol 11301 31 0' 0142‘0‘ 0189 0.104 - s ‘ | :

RN i i i {3(1‘%1;15“‘ 1430 9.7] 0.0310/) ool 1,60
Salicyl- | 197 -29.7]0.777 w o Phenol | 3180 18.9 0r0220/™ '
aldehyd | 417| 45.8) 0.639 | O 708 3.91 o =
- — PP v p-Nitro~ {1430 21.3] 0. 07270‘ 0700 3.74
Methyl- | 5568 13. 0. 01080. 0.04g Phenol 3130/ - 38.4 0.0673 v

19. - 00875, " e ‘

salicylat 14288} \

' Tabeue 27,

SO Rt oW [0HOo-IN] 00N “NO 003 Ens lormam| ot | ma e
.o o B N -

~3

~3

-3

p.Oxyace- 107|: 29.7/:0.777°| ~
tophenon 417 45.8 0.639 . 0.708) 3.91 : , Versuch it Nr 5
67 12.7) 0,843
Vanillin |, 198|. 81.7| 0.848.| 0.881| 4.87 Substrat: [ e Spal - Mt Verh-
325 5100953 | g;&f&?l“ tung 108 kel | Eltnis
'"éi"g‘@dl 1323%:11 ?)32%%20.0838L 0. 46 108 '1;;0"0, s00 | ‘
i 4632, 41.8| 0,0508 ;] : Phenol | 358 'gz;s 8.433 10,459 1.
1,3,5- - | 868l 30.80.180 1420; 72.9) 0.400 )
Xylenol | 1047 55.8/ 0,183 0-182i‘1'°° ‘ Tl ol ,
pNito- | 15| 59 0BI9 ] o-Kresol | 355 52.0| 0.472 | 0.459 1.00
325 28.2' 0.443'] 0,455 2.51 o 1420 78.5| 0.406:|
henol '
p 465! 85.1! 0,404 ;
. ‘ *fo10s) 1420 0.683 | S
3-Glucos~: 70| 15,4| 1.038 : : . SR ey Y
id von | 113| 189 0.820 | 0.821 455  PResol| 355 29 8‘2?2 0. 659 1.89
* Phenol | 1070 77.5( 0.606 e el gt
I ROy IPSwEs [N EO B o 108] 012090, 571 do
p-Nitro~ | 210/ 23.5| 0,554 " \
_ phenol | 1070 €2.0| 0,393 | 0-477) 2.63  m-Kresol) 355 8.7 8‘ ooy | 05 12
. . . ‘ . . A . L RS ey i
: ' : TOT0; "127°9] 0. 0504 e
Tabelle 26. \ Gu'uakol 2580 25.8) 0. 05020. 0548; 0.Vlz
. Lo o Methysal- 26607 12.91.0.0233] o0
Yersuch mit Nr, 2, = icylat 4550“ 19.5° 0. 0207 0. 0220 9‘ (48
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, Tabelle 29,
Oxyace] .52 28.208.77 | = 4 ! :
D o 110] 40.2 2.03 |2.40 | 5.23 Versuch mit Nr, 5;
Ophenon | oo 60,8 2.01 | . . - S :
: DA Substrat: Spal- 0 Mitt—| Verh-
0 -Galak~ [ | tung | 108, k il
Vanillin. | 02 - 294 29% | 2 ¢8| 5.84 ”‘tﬁosid von MiD- [ Ty " | T jel | dltnis
‘ 1175] - 15, 9| 0, 064C
TS0~ 410 25.2 0.301 0.202 0. 44 Pheénol 26600 36, Gl 0. 0737 0, 0689 1
eugenol | 2150) 42.9/ 0..113 } e : A
) e o S S R el e . 1175{ . 16. 5 0. 0667 .
1.8 B 105! 14.2{ 0.633 | ! : o-Kresol 2660 36.6 0.:073‘70.9702 1.02
Xslenol | 355 36.8/'0.550 | 0.535) 1.16 e T R
TN 14200 76,01 0,424 . : ] 1175 24.1f 0,102
e e e p-Kresol | ogg0 48.0| 0107 | O-105]-1-58
p-Nitro- | 102 29, 4144 |1 4] g1 —— L7 Ra!
phenol .} 2021 4917145 7% | 7 1175] . 22.1}.0. 0923 -
T B PR P - NI m—Kresq1 2660, 44, 0| 0. 09730.0948 1.38}
BGonos] o1 88557 |ggoln, o e ‘
Phenol | 105 78.5/5.81 [T L vacet- ﬁég, }13'91’ 8;28 0.341| 4.90
. . | ophenon. |7 7C) YA AN :
p—NItI'O"" a7 4‘(‘?‘)'8 ’VG. ‘11(5) 578 112.6 LA ] _ké _6,_4_3_, T
phenol 105 7290 5.40 |2 70 140 s 210|" 18.9| 0.433 ’
IR | SR Vzhm‘lllmv 1175 49.7|.0.254 | 0. 343 4.92
Tabelle 28, Tso- -~ | 2660] 22.1] 0.0d0g '
abe »8 eugenol | 4820 -28. 8| 0.02¢¢ 0[354 0.51
Versuch mit Nr, 4, : — 1‘8 T 0774 S
} ; o [ 1,3,5- 11175' .21 0.0774) oonel 1 4
Sﬁbstrat:‘ : S‘pal—l Mitt_| Verh- Xylenol | 2660} 38.1 0.0783™ .
f-Galalkty e [tung | 108 % | L) L00 o Eapoetcol B
osid von |MHB+ % v ; altnis pl_NitriO- lggg gg %[ 8 ﬁ’i 0.123! 3.00
Phemol  10050] 14.80. 00eo2, s RN i W Sttt M R
1enol 15565 20.1)0.00626| 00659|. © - B-Glucos:| el an S
SN e o M it § id vo | 195 308 108 1105 15.3
o-Kresor 10050 14.20.00ee2. | . Phenoy | 31 S87LO& |
- 15565 18.30. 00564] 00613 V- . A T
8. 8. 0056 ~ p-Nitro~ | 195 33..8| 0.919 | o ool 45 1
p-Kresol 1005% 3,0' 60 009970’00 1.46 phepol | @0} Pemjoser) " ™
16565 28.20. 00924 00261 * ' ‘
J[ “Tabelle 30, -
meKreso] 10050 17.7(0.008420. - | such mit Nt
m-Kresol {5565 - 25. 20.00810; 0osze 1% §v,,_,1,).__,:,~liff Qh]r,m -6
. . ubstrat : cSpal- |- - .
: t Mit- |Verh~
p-Oxyace-| 7560/ .80. 60. 0208 p-Galak—y o | tung | 108,k 07 [0
’cophenon 15565 N 44"9‘0' 01660. 0187 2 84 tosid von M!n l 0s o (] F’-ltﬂlS
P —— 295| 25.5| 0,434 ‘
s 7560 35.7{0.0254 Phenal 1070 85.5! 0. 9201 0-38111 -
Vanillin |gzedl 51,00 0200 |0-0227| 4,05 ) 55 91T
Y S S o ' 295( 25:2 0.428'
;fg%ol 15565 18,80, 00257 0.39. o-Kresol | 1q7ql- 9.0/ 0. 362 0.395| 1.02
1,3,5- 10050, 15.1(0; 00707}, ..o 2050 35.4 0,644 ‘
Xylenol - (15565 20.10. 00626/ 0667 1.0 p-Kresol 1070, 709 0.500 | 0572 1.50
p-Nitro- | 7560, 27.6/0. 0186 . o 9081 311 0.548 | ~ 1.
phenol 115565 82.30.019 (- 190) .28 m-Kresol 1070, 65.3).0.430 | 0-489) 1.28
B-GINcos 1100 5, 20, 0688 . 24%0| 20,6 0.0414 (B
hwon | 3425 45.50.0770 - 082912.6  Guajakol | 315 547y ¢, 370" 039‘2' 6.1¢
’ I A J | N - - T
p-Nitro- | 1420 42.90.171 | . 2 Methyla- = 2420] *12.9] 0.0248 X
phenol - | 3425 62.00.323 %17 P23 ajicylar | 4270 148 0. 0165 206 0.054
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- Tabelle 32,
Oxyacet— 238 gé% %gg 1169 | 4,44 :
ophenon iy ' Versuch mit Nr, 8. ‘
- 90| 34.5| 2.04 o Substrat:| , [Spal- . ) :
Vanillin 1.88 | 4.93 _Galak- |, .t 108 1 | Mit- {Verh-
‘ 220 58.1 1.71 VB pGalake g, u;?g 100k | te1® iivaie
Iso- 295 16.2| 0.260 ‘ ‘ ‘
eugenol | 1600 38.1 0.130 | %195 O-51  Phenot PEl70) & glg 83%510- 00175} 1
1,8,5- . | 298 29.7|0.519 e
Rytomor | 1670 62,0 0.8 | &40 120 o-ttvesar [0 7-38, 002880 ooy 1.0
p-Nitro- | 90| 28.2/1.60 |, »
phonol | 220 48,0130 | 14| 381 pKresor 3070 .5 Sg gg?fggo 00240| 1,87
p-Glucos-| 4o} 30.0| 3.87 . [14070| " 8.80. cozs4
id von 92 55.5 3.82 | 385 10.1 m-Krésol |sagq) 10. 60, 00169}0 00227 1.30
Phenol - i , e , , [ S
. . . :
p-Nitro- | 40| 82.3/4.21 Salicyl- [10055| 26.4 0.0132
phenol o2 60.2] 435 |+ |12 Tyaonva pazls| 36, 9 0.0083 0. 0108 6.17
p- 10055| 26.20. 01310 n
-Oxyace-~ 0.0107] 6.11
T aﬂ:dl;I 31, i fophenon [24215| 36. 6{0 00816
. Versuch mit Nr 7; ausge thrt :
Vanillin (10985] 25.20.01250 o o10c] 6 g0
bei pH 7.0 anstats 4.8, - 24215| 37. 50 00843} :
Substrat : Spal- — " 1,3,5- [14070 7.30.00234, o0
B-Galak- b | tung | 1081 | PAIF Yerh- Xylenol 28830, 6.30. 001390 00187} 1. 07
tostd yon 2% Nitro- [10085 20. 6. 0100
o p~-Nittro- 5 , 60, ey
Phenol | 1200 o3| 0550 | 0.244 1 phenl  [24215| 28.20. 005950' 00728 4.56
‘ B-Glucos-ly o7l 51 10,0135 |
. 2901 13.6[ 0.260 | id von . 0. 00973 5.56
o-Kresol 150 504 .20 | 0-250 108 1§ ¥on  |aees0] 411000186,
, ' p-Nitro~ 14070| 22.80.00799]
p-Kresol | jo00 258 0-707 1 0.355) 146 phemol 28830 30. 30 00542.0 00671, 3.84
' Tabelle 33
200 23,5] 0.401 abe .
m-Kresol | 0.350( 1.44 ,
1070, 51.0, 0.300 Versuch mit Nr, 9.
) 2420] 15.9{0.0811l oo Sibeirat: Spal - =
Guajakol| 39771 73 @ 0.0278|0' 0224 0.‘12 B-Galaks- M:;n tang | 108, k i\git_ Xﬂfﬁ;
- — tosid von oy Atn
Methyls~— | 2420 = 8.0[0. 0150 A [
alicylat | 4210{ 8. 8] 0. 009"!0 0122 0.05 Phenol 28850, 6. 610. 00103] 1
: — — 1
b s mmo s || ggs  CKresol 26850 7.50 00114] 111
Xyacei=) 220| 47.4/1.27 | : : |
ophenon : p-Kresol 28850/ 12. 9|0 00208 2,02
Vanillin 228 A TES | 1e0) 611 LKrecorlzees0] 10, 6}0 00169 | 164
1 p- | 8400| 14.80. 00828
Iso~ 295/ 8.8] 9.136 Dxyacet- -80. 0. 00638 6,20
eugenol | 1600 22.1| 0.0e8 | O-10% 042 SOREET 24250, 22, 10. 00447
‘ ! 0. 00895k, :
1,8,5- | 290 17.4]0.286 Vanitlin ;8400 15.90. 0. 00707| 6.86
Xylenol | 1270 46.8, 0.216 | %1 103 I 124250, 25. 20. 00520
: - ~ ; _ | ‘
Nitro- | 90 22.1] 1.21 p-Nitro- | 8400 12.90. 00714l oo sel = o
phenol | 220 35.7| 0,89 | 1:05| %30 phenol  |24250 18.90. 00878 T
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T : Hemmungsversuche mit

"o Kresol-Frd~

Vol.1 No: T

e

. P ; . lucosid ’
jeder Fermentfraktionen e '
e Galaktose . 2 35
(Nr, 1-10) aus Ochsenléber. ' _
Tabelle 34 . Glucose 25 35
- Versuch mit Nr. 1, Ca‘galaktonat | . 25 38
, - Ca-gluconat 8 , 14
Hemmungskér-] Spgltung‘f,’., n;l ch : - : : -
per | 197 Min. | 432 Min. |
- 5 =0 Tabelle 37.
Ohne’ -3 | V ”

X 5 ; Versuch mit Nr. b5,
6-Kresol-3-d~ : L o , _
galakt051d ‘ 20 - ’ 27 : 1 Spaltung % nach

——Kresol—ﬁ—d— | 20 30 Hemmungskor - p g oo i
plucosid__ e POE 260 Min. | 1325 Min.
GalaKtose ! 30 - .50

' —— Ohne 9% i 45
Glucose ‘. 30 A i —-Krebol—ﬁ-d— S ‘,120 { -
Ca-galaktonat { 30" 50 _galalktosid -
e L —I(regol—ﬁ—c1~ 17 1 30 .
Cagluconat |+ 10 | 17 glucosid e —
_ : - Calaktose 25 i 45
‘Tabelle 35. ‘Glucose E 2 |45

VersuCh mit Nr 3 , Ca—galaktonat, : 25 - % 45
Hemmungskox . Spdltung g nach ' Ca~gluconat ' 8 1 15
per | 50 Mm 122 Mm b ks e
Obne, . i 30 T Tabelle 38..

O—Kresol—ﬁ—(i~ ‘ N PR “Versuch mit Nr. 6
galaktosid ’ 2.,2 i 35 - ’
g;&f{;ﬁgkﬁ d- | 29 30 Hemnmhé’skbx;va! Spaltung ?j.nach
y - 7 per: ] i :
Galaktose . ! 30 -1 JB0. _ oo 40 Min.. | 135 Min.
ohoose 1 Ts | s Ome S 10
- o : - o-Kresol-F-d— " .
Ca-galaktonit 1 ©30 { B balakto‘smﬁ ‘ 1 15 , 25
— ‘ : " o-Kresol-g-d- |
Ca~gluconat 10 138 glucosid ’ 13 J 20
s Galaktose | 20 | 40
Tabelle 36. e . VORI :
z Sat Glucose ; 20 | 40
Versucch. mit Nr. 4.

i ot La—galaktonat | S 20 . sy 40
I—Ieermmungsk‘dr»— Sp altung "‘{ nach Ca-gluconat 7 10
P 1405 Min. | 3845 Min. f '

Ohne ’ X 25 85 Tabelle 39,
o-Kresol-§-d- - 18 25 ~ Versuch mit Nr. 8,

galaktosid
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Hemmungskor - wwSpnltui]‘g by ndch Ca——galaktonat 20 - 30
PeF 2660 Min; & 5455 Mm Ca-wgluconat 3 5 8
Ohne a1 35 ' )

Kiesol3a 1 Tabelle 42;
o-Kresol-f-d- | [ e . : .
galaktosid 15 i 20 Versuch mit Nr. 10; ausgefihrt
To-Kresol-fB-d- | | $ TR 8 b PR
ey 3 . B 15 bei pl 6.8 anstatt 4.8,

1 ! : '
Galaktose . . 2. . Hesmmungslor-| Spaltung 9 nach
Glucose L2735 per 890 Min. | 2100 Min.
Ca-galaktonat " 27 - \5' © 35 Ohne £ o5 T 4‘0‘ ‘,
i !
Ca-gluconat: i . 5 8 o-Kresol-g-d- | | o
| S galaktosid i 15 | - 25
Kresol-f~d- | .
Tdbelle 40, O‘luwSld P i
‘ |
Versuch mit Nr. 8; ausae[uhrt Galaktose | # 40
bei pH 7.6 anstatt 4.8, Glucose ; 25 ‘ 40
= e Ca-galaktonat } 25 | 40
Hemmungskr— Spaltung, S0 nac>:l} : . ! o
per 2605 Min. | 5455 Min. Ca-gluconat I
Ohne T G: Bestimmung des pH-Optimu-
To-Kresol-g-d- | i e Tar s " .
galaktosid f | 8 ‘ 14 -ms an Fermentfraktionen (Nr.
o-Kresol-f-d- | 5 10 1-6) aus Ochsenleder,

_rglucomd i [ } .

Galakiose = - R P e Tabelle 43,

Ghucose } B 2 Versuch mit Nr. I. Substrat:
; A 0,012 m, o-Kresol-B-d-galaktosid,

Ca-galaktonat | 15 ; 24

- - - ‘\v - e SO N i ) N v
Ca-gluconat | 15 : 24 o DH Spaltung 2 nach

B : Anfang' Ende | 960 Min. | 2840 Min.

Tabelle 41, 40 | 38 o | 9 .

Versuch mit Nr. 9. 44 1 L3 | 1.0 50
Hemmungskor — * Spaltung ¢ nach 5,0 i 50 ‘ 38.?~ ' €6.7
per. 3895 Min. | 8640 Min. 5.6 | 56 | 3.5 | €80
Ohne R 60 ' 60| a5 | 60
—I(resol—ﬁ—d— : PPNty R
palakiosid ’ B 20 G4 | 6.4 36.9 64.0
“o-Kresol--d- | g | e S
phucosid ’ 8 | 15 68 | 6.8 86.3 61.7
Galaktose | 20 . 30 7.3 | 7.2°| 860 | 56.7
Glucose | 20 | 30 7.6 | 7.6 ’ . 834 | 523

L
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o | 79| 204 35.4 48 | 50 8 . | 3
8.7 | 84 o | 0 6.0 [ 60 28 l 35
Tabelle 44, 7.0 | 7.0 ] 28 35
. Versuch mit Nr, 2, Substrat: 8.2 8.0 ' %5 | 83

0.0024 m, . p-Nitrophenol-3-d-

Tabelle 47.
Versuch mit Nr. 5. Substrat:
0. 0024 m.  p-Nitrophenel-g-d-.
galaktosid, .

galaktosid,
pH Spaltung 9% mnach

Anfang% Ende | §20-Min. t 2240 Min

44 | 45 ] 4 | 7

5.0 | 5.0 15 ( 28

6.2 ‘ 6.2 14 l T8

6.8 ’ 6.8 13 ! 35

7.4 ’ 7.4 12 l 2

82 | 80 11 | 20 g

Tabelle 45. _
‘“Versuch mit Nr. ‘3.  Substrat:
70,0024 m, p-Nitrophenol-8-d-

rH Spaltung 9% nach .
Anfang) Ende | 257 Min. | 1325 Min.
4.0 | 43 2z | 2
42 | 4.6 10 t )
5.0 | 5.9 23 5
62| 62| zm | 45
7.2 | 7.0 %5 45
8.2 | go | 20 | . 3b )

galaktosid, Tabelle 48. S
pH Spaltung % nach Versuch mit Nr. 6, Substrat:
Anfang| Bade | 52 Min. | 128 Min. 0.0024 m. p-Nitrophenol-§-d-
: e — : RE galalctosid,
46 | 46 | 20 ] 30 ;
501 50 | 32 53 pH Spaltung 9% nach
T ez | . Anfang Ende | 40 Min. | 135 Min.
vz | 72| %0 8 42 | 44| 2 | 18
8.2;1 80 | 25 40 4.4 l 4.6 \ 200 | 80
' 50 | 5.0 t 22 | 40
Tabelle 46, ‘ ’
 Versuch mit Nr. 4. Substrat: 6.0 60 l _ 20 40 -
0.0024 m. -p-Nitrophenol-g-d- 68 | 68 | 20 40
- galalktosid, 7.2 | 7.0 | 18 | 88
pH .. Spaltung % nach 8.2 8.0 15 ., 80
Anfangl Ende | 1605 Min. | 3845 Min. '
Tabelle 49,

4.2, l 45 | 20 | 28

Versuch mit Nr. 8, Substrat:

®
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‘0.; 0024 m. - ‘p-Nitrophenol-B-d- | 5 2 5.2 17 ' T30
galaktosid. s :
6.4 | 64} 15 f 30 .
H Spaltung 9% h ' |
R i Spaiung 7§ nach 7.0 70| 1 | 80
. 2565 Min. | 5455 Min. ‘ : :
i&nfang Ende | in. | 54 ‘Mm ) 74 { 74 l 1 i T on
.2 | 4.4 T 12 ;
4.2 | ; 52, 80| 6 | 20
52 | 52 18 | 2 ' :
6.4 6.4 | 17 24 H: Inaktivierungsversuche durch
i H-Tonhen mit Fermentfraktion
7.0 | 7.0 { 15 24
: | ; - Nr. 3 aus Ochsenleber,
74| 7.2 1 16 o2 e Tabelle 51,
! ! ‘ : .
gz | 80| 10 | 18 Substrat: 0,012 m. p-Kresol-3-
Tabelle 50 d-galaktosid. '
Versuch mit Nr. 9. Substrat: Fermentldsung an ﬁgzgtl(‘f/— 108, Xﬁcrnl:;
0.0024 m. p-Nitrophenol-g-d- -7
. Ohne roo
galaktosid, Behandeln. 1363 ‘86.2, 0. C32; 1
: 0 na Bei 27°, pH4. 4% T ‘
e Spaltung % nach 3 Min. |1363|45.50.194 0.307
Anfang Ende | 3775 Min. {12795 Min, ~ 2ufbewahrt. ' |°
i ; : ‘ * Mit 0.1 Mol Acetatpuffer ang-
44l 44 7 12 N
‘ C B egsiuert,

1V.. Spezifitat der ‘,Q-Galaktosidasen von Hepatopankreas
der Schnecke, Eulota peliomphala.

In den Hemmungsversuchen, die im zweiten Kaptel dieser Mitteilungen
‘beschrieben sind, hat der Verfasser beobachtet, dass die Wirkung eines
B-Galaktosidasepréparates aus der Schnécke, Evlota peliomphala, nicht nur
.durch Verbindungen der Galaktosereihe sondern auch durch 0-Kresol-3-
glucosid sowie Ca-gluconat deutlich- gehemmt wird. Fernerhih erwies sich
das Aktivitdtsverhiltnis dieses Fermentpriiparates gegeniiber einigen @-Gal-’
aktosiden, wie Salicylaldehyd-, Vanillin-, rp-Nitrophenol-g-galaktosid, als ganz
verschieden sowohl von demjenigen des Aprikose-emulsins und der Takad-
iastase. Ohne experimentelle Begriindung zu' geben, wurde damals eine
Vermutung' gedussert, dass das Praparat ein Gemisch der B-Galaktosidasen
Emulsin- und Taka-typs im Sinne der Akamatsuschen Schule, 8 7 darstellen
kionnte, In Anbetracht der Befunde, . dass es aber auch-andere, beziiglich.
-des Hemmungsverhaltens *) 'sowie . des ' Aktivitdtsverhdltnisses **) weder

*). T. Miwa, K. Nisizawa u. K. Tandka, unversffentlicht.
*%).Das Aktivitdtyerhiilinis der §-Galaktosidae von Ochsenleber; siehe das Kapitel .
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Emulsin- noch Taka-typ angehirende Enzymtypen gibt, schfelnt es unsnicht.
ausgeschlossen zu sein, dass die Schnecken-g-galaltosidase auch ein einhe-.
itliches, neues Fefment-typ darstellt. ‘ ‘ , ' ’ .

Bei'der vorliegenden Arbeit hofften wir ‘durch Traktionierungsversuche
festzustellen, ob in dem Schneckenhepa‘copankreas mehr al§ zweielei §-Gal--
aktosidasen verschiedenen Hemmungsverhaltexi‘s und Aktivitdtsverhaltnisses.
enthalten sind ode1 nicht. Die Resultate werden in Tabelle 1 zusammenge-
stellt,

Tabelle 1.

T 1'a1<ti6niei‘ung der @A-Galaktosidase von Schnecken-
, hepatopankreas '
Fermehtfraktmn L
Nr, 1. Ausdem Ace{onprapérat des Hepatopankreas wurde die Enzymlisung
: ‘durch Extrahieren mit 20 facher Menge 0.05n-NH; erhalten, die,
nach Neutlahslelen und Dialyse, von entstandéenem Niederschlag
befreit wirde, '

Nr. 2. Der Niederschlag, der sich bei der Harstellﬁﬁg'von Nr, 1 bildete,
| ‘wurde in wenig Wasser suspendiert. L -
Nr. 3. Fermentlé)'sung‘ Nr, 1 wurde bei pH 4.5 an-Tonerde B adsorbiert,

daraus mit Phosphatgemisch von pH 5.5 eluiert und wiederum auf
pH 4.8 umgestellt, . , o
Nr. 4. TFermentlgsung Nr. 1 wurde béi pIl 5.5 an Tonerde B adsorbiert,
daraus mit Acetatg*emisch von pH 4.8 eluiert,
Nr. 5. - Fermentldsung Nr. 4 -wurde etwa 10 fach verdiinnt, Aktivitit.
derselben: wurde bei pH 2, 8 (Citrat-HCl-Gemisch) anstatt bei- pH
5o 4.8 bestimmt, ; : : -
Nr. 6. Restlssung der TonerdeBAdsorpmon bei pH 5. 5 (Nr. 49, (halymert.
. und kongzentriert, - e : ORI
Nr, 7, Fermentlgsung Nr. 1 Wmde be1 pH 5 an Tonelde B ads<)1blelf~
nach vorelution mit Acetatgemisch von pH 4.5, mit Phosphat-.
, -gennsch -von pH 7.2 eluiert und auf pH 4.8 umgestellt.
Nr. 8. -Fermentlosung Nr. 6 wurde nach Voradsorption. bei pH.6,8 mit
Tonerde B, ‘bei pH 4,5 an Tonerde adsorbiert, mit 0,05 n-NH;.
: eluiert und zu pH 4.8 gebracht. : ' iy
Nr. 9. Fermentl¢sung Nr. 6 wurde bei pH 2.4 an Tomerde B adsorbiert;
Restldstung daraus 2 'Tage bei pH 2.4 bei Zimmertemperatur stehe—
ngelassen, neutralislert, dialysiert, konzentriert und vom entstan—
denen Niederschiag abfiltriert.
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o  Hemmungstyp (siehe das Kapitel, IL): -
. B Emulsin-typ; B PP Taka-typ..
é ?:”v g',a o ' p-Galaktosid von ‘ B:glgggs-—
= =] — ] v — - i 1 () N
2 =1 ] © o S |= [ ) - fe) i
5318 [[21313|8)% | & @ (& B3l 5|83
SEVE |5 8|85 % Buld R AR
Bl gl B NS e, Sxlugi%g| 528
FANEEE e lala]C ZS|=RIR8) > |AR|DE| 48] & |45
1 EsT 1L 391, 071.17] 0.59) 2.43 0.89 2. 45[ 3.0 0.67) 1.0 5.30] 4.20 13.9
2 E+Tj; 1[1.231.2301.23 0.79, .27, o. €3 1.52 8.13 0.54 1.16 3.37) 15.0] 22.5.
3 [BE+T! 1 |o 98’0 921.05 0. 5&] 1, 89‘ 77} 210 3.10/ 0.48 1,08 4.03] 22.8 21.9
sl 1 1011 000.97] 0.54 0. 67; .60, 0.8 0. 87; 0. 32[ 0.74 1. 031 —’ 0.13
5 — {i 1 ]1.\17:1. 13,0. 85/.0.57) 0.45] 0.64] 0.86] 0.86] 0.40 0,73 1, 0,9], —
i i : . . : ; :
6 |E4T] 1 30;’0.971 32 0.821‘3.201 082 4.20! 6.50"0.58/ 0. 90[ 6.17) 22. oi 28.8
I} i . | |
7 ” — f'; 1. 10— —l - - — —| 2.46) 2. 24| 8.58
8 B 11 1210 800.¢2] 0. 69} 4. 60‘ 71/ .30 5.20] 0.73] 0.81] 7.50] _‘ 36.2
o | T |1 ;1.02;1,00‘0. 99] 0.63 0.84) 0.70] 0.97) 1.08] 0.48 0.86 1.10] 7.83) 7.24

Daraus ist zu ersehen, dass die in Schneckenhepatopankreas enthaltene:
B-Gaiaktosidase ein Gemisch der Enzyme von Emulsin- und Taka-typ darstellt,

das sich durch geeignetes Verfahren in einzelne komponente von je besti~

mmtem Hemmungsverhalten trennen lisst,

Solche du'\hstlsche Natur der

Schnecken-#-galaktosidase kann man auch in ihrer pH-Abh#ngigkeit erken-

nen,

N
=

3 4
pH
Fig. 1.

1

~
£

Aktivitits-pH-Kurve dér Ferme-

ntlosung Nr. ‘1. Substrat
rophenol-f-galaktosid,

s p-Nit-

Wie aus Abbildung 1 e1s1ch‘rhch weist die Aktivitits- pH-Kurve der

Au%gangsfermentlosnn g Avelmpﬂxgen Ver-

lauf auf, Wwas man -als Beweis dafiir
betrachten darf, dass darin ein Gemisch
zweler -Enzyme . mit verschiedenen pH-
Optima vorliegt. Die Spaltung des p-Nit-
rophenol-B-galaktosids ‘durch Fermentfra-
ktion Nr. 4 wurde durch verbindungen
“der Galaktosereihe - spezifisch  gehemmt,
-wihrend Glucose, Gluconsiure sowie =
‘Glucosid gar keinen Einfluss darauf ausii-
ben, . ... IR ‘ .
Zieht man das Hemmungsverhalten in
Betracht,. so-scheinen  diese Fermentfra-
~ktionen nur die §-Galaktosidase von Ta-

. ka-typ zu.enthalten und die Beimenguniy
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des Enzyms von Emulsin-typ ist keineswegs wahrzunehmen, Hingegen weicht
das Altivitzteverhgltnis in der Spaltung einiger §-Galaktoside durch dieser
Fermentfraktionen von demjenigen der Takadiastase ab, wie foldende Zus-
zlmmehétellung ergibt.

‘ Substrat: g-Galaktosid von
Enzym : D = :
i m-Kresol | Methylsali~ | 150eugenol” | 1,8,5-Xylenol
: ! cylat |
Fraktion Nr.5 | 0.85 . 0.64 |  0.40 0.73
Takadiastase | 1.39 { 0.17 | 0.74 145

‘(Aktivitit gegen Phenol-g-galaktosid als 1 gesetzt.)

“Diése ErgebnisSe lassen uns ndtWendigérWéise annehmen, dass die A-Gal-
aktosidase des Schneckenhepatopankreas, die das Hemmungsvehalten von
Taka-typ erweist, von derjenigen der Takadiastase verschieden sei. Weite-
rhin tritt die Verschiedenheit auch in der pH-Abhi#ngigkeit dieser beiden
Enzyme deutlich hervor, wie Abbildung 2 zeigt.

0il- poofe
ok 9or
K0 i1 o * s
§ wf g
.§ . ..-'; bor
Foor =,
< sk = sop
L.l L W}
3§ f S Jp
o2 gob SRR ’ﬁ
ol oy
i " Y ¢ L e ndorron . 4 4 ! 4 3 3. i
N2 3 4 o5 6T 2 3 ¢ 5 6 7
, PH S FH
-{a). Substrat : Phenol-f-galaktosid: - (b). Substrat : p-Nitrophenol-f-
; - Fig. 2. . galalktosid

Aktivitits-pH-Kurven der Schnecken— galaktosidase (-.--- )
und p-Galaktosidase der Takadiastase (—-).

Also ist das pH-Optimum der Schnecken-g-galaktosidase von Taka-typ
gegeniiber dem der Takadiastase etwa pH 1.25 an saure Seite verschoben,
Hierzu ist noch zu bemerken, dass die Form der Aktivitits-pH-Kurve dieselbe
bleibt, falls man als Substrat entweder Phenol: oder p-NitrophenoluBQ
~galktosid anwendet, C
- Vergleicht man das Aktivitstsverhslthis der Enzymfraktion Nr, 8, die das
Hemmungsverhalten des EmuiSin-typsééobgieich es nicht vollkommen
aufzeigt, mit dem der 3-Galaktosidase von Aprikose-emulsin,“ so ergibt sich
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auch ein ausgeprigter Unterschied, wie folgt,

_— . Substrat: #-Galaktosid von .
‘Enzym : : . » p- -Oxyaceto- i 1,3,5-
o-Kresol l m-Kresol phenon Isoeugenolg Xylenol
FraktionNr.8 | L1z | 092 | 430 | 073 | 0.81
Aprikose-emulsin | 16.0 | 8.6l 2.21 0.39 | . 6.73

(Aktivitit gegen Phenol-g-galaktosid als 1 gesetzt.)

Daher erscheint es mir nicht berechtigt, diese beiden Fermente miteinander
als identisch zu betrachten, wenn auch das Verhalten gegenubel den I-Iemm-
ungsksrpern gleichartig ist. ; .

Der Verlauf der Aktivitits-pH-Kurve beider 8- Galakt031dasen ist. im grossen
und ganzen delselbe, wie aus Abbxldung 3°
, ersmhthch , ‘
wof 2T ‘ Alle dieser Resultaten deuten somit
' ‘ ' darauf hin, dass das Hepatopankreas dies-
er Schnecke wenigstens zwei, 'voneinander
verschiedene pg-Galaktosidasen enthilt,
Jedes Ferment weist .dasseibe Hemmung-

sverhalten wie je Aprikose-emulsin bzw.
- Takadiastase auf, woraus man mit Wahr-
- scheinlichkeit annehmen kann, dass der-
— jenige Anteil im Molekiil jeder Schnecken-
¢z 3 % 5. 6.7 - p.galaktosidase, der fir das Hemmungs-

PH-

Fig. 3 verhalten verantwomthch ist, gleich oder
Aktivitats-pH-Kurve der B-Gala— wenigstens ghnlich gebaut sein sollte mit
kto-sidase von Aprikose"emUISin- dem entsprechenden Molekiilanteil von

Bmulsin typs (). Subqtrat o "Aprxkose emulsin bzw, Takad1astase
p—-NitL'O—Pheuol-[;?—-galaktos1d Bei der das Hemmungsvmhalten von
RN - ; Taka-typ aufzeigende 8- _Galaktosidase der
Schnecke; sind sowohl das Altivitdtsverhgltnis gegenubel verschiedenen
8-Galaktosiden als auch die Aktivitits-pH-Kurve,: von den entsprechenden
Eigenschaften der .g-Galaktosidase der Takadiastase vérschiéden." Demnach,
kdnnen diejenigen Anteile im Bau der Dnzymmolekii'l‘ die diese ' Eigenscha-
ften bedingen, bei be1den B- Galaktomdasen miteinander nicht identisch sein.
Der Unterschied in dem AkthltdtSVerh'lltnls zwischen: der 8- Galaktosidase
des Aprikose-emulsins und der: Sc]:mecken -ferment des Emulsm-typs, lisst
uns auch annehmen, dass digjenige Struktur im Enzymmolekiil, die das
Alktivititsverhsltnis bestimmt, ‘bei beiden ﬁ-GaIaktdSidasén voneinander
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verschieden sei, : .
Versuche,

Die Versuchsmeth‘oden"sin’d ‘dieselbe wie im dritten Kapitel beschriebenen,
' ~Protokolle, P
A Bestmnnung des Aktnnt tsverhaltmsses von Fermentfraktionen, Nr.

019,

Tabelle 2, . p-Nitro~. | 167 53.7 2,003 | 5 130l 13 g
Versuch mit dem Ferment- chenol | 440 89.9) 2.262 l

‘priiparat Nr. 1.

T R T L Tabelle 3.
Substrat : Spal- . »
,S‘—Galaktht tl?ng 108 Xk Qﬂﬁt“'vﬁﬂi" Versuch mit dem Fermentpripa-:
‘osu']vonx 1 9% o e\ ______ caltnis ot N 2. o .
“ 425 15.6] 0.174 rat . e.
“Phenol | 2A00l 42910269 10158 1 Substran: Spal- Mt | Verho
4612/ 75.7] 0.133 B g;fffg;t”Mm t‘mg‘lm“ kK1 'el |altnis
e
o 1144|- 47.1} 0:191 g
o-Kresol | 222 0.212] 1.39 1365| 45.5 0.198
2877| 78. 7 0.233 "** Phenol 2805‘ 7.4 0188 0.191 1
11448 44.2 0.175 | o : :
p-Kresol ; [ 0.1€3 1.07 1110 49.7 0.269
‘ 287”7 €3.0,0.150 | o-Kresol | 35n g6l 0,20 0.285| 1.23
' 1451 43.9.0.173 | ‘ : A
- | Jeaslt En ) 1115 50.11 0.270 | , .. ,
m-Kresol %ggg go: %‘g %gg 0. 180 117 pKresol | 7o 80F 6500 | 0236 123
— P T 61 |
17, 2.2 0.0 v miKresol| (09 28.5 0.261 1 gaei 4 o3
Guajatcol | 1430 24,3 0. 83690 0896 0,59 _ 1110 41.5 0.210 | '
. 00| - 71. 0} 0. 0953 , 1 ‘
, , I  Guaiakol | 1112 85.4 0.171 | o 1xpl ¢ g
saticl. | 340 s3.4lor9| T I | 254 63,400,128 | 7
alicyl~ | 1398 €0.2| 0.801.| 0,871 2.48 e85 IO 5T
aldebyd 11431 2.0/ 0.204 | o Salioyl geg 46.8) 0.489 | 0,435 2.27
: o p—— 0“141 aldehyd | 1179 53.0]0.295
Methyl- | 1493 35.4'0.133 | 0,136 0.89' ~Methyl- 1115 39.8/ 0.198 | 100 | og
sahcyls}t 2919 39.6l 0.135 07 salicylat | 2557, 60,8 0,158 | <
: —— - T ~360] 17,770,235
p-Oxyace- - 340, '27.'8] 0,407 |, o = 0 P-Oxyaces menl ap'4l g'mom g 20
tophenon | 1332 65.0 0.342 | 0-37% 245 tophenon AR 0.281, 1.52
] o 0.647 . o | 445 53.4] 0.744 |
Vanillin | {352 502 0.847 0.459| 3.3 Vanillin | 1365 555 0/ 4ds | 0595 311
1825 26.7/0.102 | T Iso~ 1897 30.9 0.114 |
Iso- ;1431 29.1)C. 104 | 0,108/ 0.67  eugenol | 2792 45.2 0, 0636 0.104 0.54
eugenol | 5010, 50.4| 0. 104 | L - P o |
: B : o 1,8,5- | 1112 52.0) 0. :
Lss.. |24 so.dows| Xylenol | 2354 68.0| 0,155 | & 221 1.16
13,5~ )45 39,8 €151 | 0.160 1.04 : SR SO S S
Xylenol | 2429 : e T72 26,4 0,768 ,
© | 2900, 69.5 0.178 1 Poitro- | 50" 3841 0.705 | '0.€61) 3.46
pNitro- | 1021 20.4/0.787 [\ ooy ool 00l T2 0013 -
phenol 445, 58.4) 0.856 | B-Glucos-| 4o 9349l 9 48
e : id von -4 '~286l1‘:0
O Sheon, | 138 64.4 3.24 1
f=Glucos~ 156 o1 7 0,781 | .| heno ol i ’
id von 357 449 0.725 0.753 4.9 p-Nitro- | 33 27.€ 4.25 a0 s
Phenol . s . . phenol | 78/ '54:3 4.36 e
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Tabelle 4, : '
TR o o-Kresal |40 §g 3489 1 0.417) 1.1
Versuch mit dem Fermentpréiparat i 3 B Y099 -
Nr. 3. C remonny | 1100] - €2.7] 0.389 | ~
e p-Kresol | 1555 736/ 0.362 | #3768 1.0
Substrat: Spal«-w ‘ e : i ‘ ‘
t M:tt~ Verh- |
_Galakt- tung:| 108, | 31 tE rern ~ 400| - 28.8|-0. 269, o
gsd von lM1 o | el dltnis m-Kresol 1495 €9 5| 0. 262 0. 36»1 0. 97
2713 29.7] 0. 0564 _ ‘
Phenol | 4 0.0623 1 . 400} - 17.1] 0. 204
' £870} 57.0) 0.0682 l Guajakol 1050| - 38, 410, 201 . 0.208] 0.54
‘ 3065 42.6, 0.0607 ‘ : TP Rt i ;
o-Kresol pd 0.0611] 0.98 Salicyl- | 400/ 24.6 0.307 §
5450) 58.7| 0.0614 aldehyd | 1425 47.6 0196 | %251 0-67
, 2505 26.7/ 0. 0539 Ton 1 o T
p-XKresol | Zoonl , 0. 0573 0. 92 Methyl- | 400 -20.1 0.244 |, }
: 5370 *£6.7)-0. 0607) "7 calieylat 11530 (51,7 0207 0.226 0.€0
2660, 82.7, 0.0677 ‘ ' e i
m-Kresol i 0.0652 1.05.. p-Oxyace- 400 25.5 0.340 .
£870) 54.0,0, 062872 . - tophenen | 1425 5.3 0.322 | 0931 0.88
. 2605! 15.9| 0,90300 | Ragpe I
Guajakol : < 08%0. 0389, 0.55 e o 3000 23.5] 0,342 :
8475/ 52.0 0.0378] | Vanillin | j5c0 223l 535 | 0.827 0.87
. 1 :
Salicyl- | 1120| .25.8] 0.116 -
aldehyd | 2560 50.4| 0,119 O-118 | 1.89 ol | v a1 0.1»22{0.32
Methyl- | 2713 23.1) 0,0421], - B Ry P S
salicyint | 5370 4.8 0,0541 048 0.7 L35~ 1§§8. 248 0.3.7 1 0.280 0.74
p-Oxyace-| 1120} -32.3| 0:151 ' N i | -
tophenon | 2560| 50.7| 0.120 O-181) 210 pHitro~ }éggl 54.010.403 ! 0.387, 1.03
e | : 10,240 | . b s
Vanillin | 4ia0 262 0240 0,193 | 5.10 BrGlucos— 1300 12.9) 0.0545
L AT L Nt Bl oyl o 00508 0.13
Tso- 2560, 17.7/ 0.0830)) a1 o 4o Dhemol 2580 24.1 0.0464
eugenol | 4720, ‘25.5; 0. 0271 7=, 7 T b o 6
: S C - apelle. o,
- 5 5/ 0. 0581 ' SRS
%{’15;’11501 gégg’ ég:;l 8. -8;,%0. 0675| 1.08 Velfsuch mit dem F ermentpri—lpar.at
o (8 B ok ww sermer ‘
250,211 10,251 408" ST = S B
phenol | 5105 €27, 0.138 1 Substrali] ¢ [P gk | Mit-| Verh
i Galakt Min. tung 10 Lk +
- === = o / ryalie el |dlinis
BdGlucos 125) 255102 | 45 | 905 osid von |
id von : Ce 1142 0 22, ;
262 58.4| 1.45 ; 1380) 56.1| 0.251 o
Phl\eTl:AtOI [ —Tin Phenol 1737 €4 0| 0. 285 ‘0. 253jl 1
PoINITEO- | 0 heee e | 2ne f
henol 260 58.4| 1. ‘ . . 5 ‘
pheno 46 o-Kresol ji%ﬂ' ’ 8 %22 0. 205 1.17
, | og | ¥ .
Tabelle 5. | 4
abelle 5 p-Kresol | 1577 384 0216 1y 286) 113
Veérsuch mit dem Fermentpriparat i
Nr. 4. ' m-Kresol | 1501 48910208 1 g, 216' 0,85
Sabstrat: Spal- o TTRAE 41303507
_Gamkt-lMl tung 10‘s k lg’éit” Zﬁﬂ}; Guajakol | 1748 ' 48.2| 07141 | 0. 144 0.57
osid von 1 % : I 2825 61.1] 0.145 :
i e . <, . !
1100] 63,0 0.393 | ‘ Salicyl- | 1487/ '82.3| 0.114 | '
Phenol . 1555/ 7276 0.362 \ 0'377! i aldehyd | 2825 '53.0) 0.116 | 0115 0-45
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" 1487, 42.970.160° v = = x
Methyls- | : : . B-Glucos-| 209, 50.1) 1.44 !

¢ | 1750) - 47.1] 0.158.| 0.162| 0.64  P-Glucos- o
alicylat 9895!  66. 4] 0.168 id von 1080! 87.9 0.25 1,07 Ii22.7

Phenol | 1185 91.9| 0.92 .
D-Oxyace-| 1878 47.4/0.202 | 4 o4l o g6 ~
fophenon | 1737 €9.5 0.232 | O : b-Nitro 70 19.2 1.32 -
-Nitro- | o0l 58,4 1.87 [1.36 |28.8"
.| 1378 49.1]0.218 | , phenol | 4785l '91.0 0.88 :
Vanillin 17411 59.0 0. 222 0.2180.86 | i
o | 58 Y038 [0 o Tl
Versuch mit dem Fermentpriiparat
Tae.  [1H87 4801 0.T9L ‘ : S ' : ‘
Rolonol | 1748 54.00.193 | 0.184 0.73 Nr. 7. ‘
2825 66. 4! 0.168 -
p-Nitro- [ S0 2040378 | 0,209 1.09 Eugztl;?ctt ooy | 105, 1c | Mit-| Verh-
- | 1380 58.4] 0.277 | 0.275] 1.09 B~ Y ko tni
phenol | 1950 256 0.229 T osid von U™ “op | tel jiltnis
N 11950 20,4 0,0878
Tabelle 7. Phenol | 2560:’ 55.8| 0.1385 0.113] 1

Versuch mit dem Fermentpriparat resqr | 980 204 0.101 l‘ 0.124 1.1

Nr. 6, : :

. S p-Nitro-| 1125  £9.9] 0.853 l
‘Substrat:] ~Spaly - Tatie |vern-  phenol | 2560 69.5] 0.202 | 778 2 46
B-Galaktnpip, | tung ) 100K 4o dittnis e T

I Pl - ' z . v
Phemol | 2742 25.8/ 0.0a720 ol 4 b on Jag0) 44.90.230 | 0.258 2.24
eno 5575| 47.11 0.0496 ™ Phenol | gaool 913l 0260 | - -

X 1080 14.8] 0:0644 an’  p-Nitro- | 249 45.2] 1.05
o-Kresol | 7130| e.0[ 0.0508 %) 130 Fenor” | 1125| 89.9| 0,885 | 970 85

12500 25.8] 005000, 4 o ' ' '
p-Kresol | 5ragl 0. 8 0.0412/ - 0456 0:97 ~ Tabelle 9.

1015 14. 8/ 0. 0685 rsuch mit dem’Fermentpriparat

m-Kresol | 3925| '43.2 0.06260.0622] 1.32 Ve prap

' 6075 54,0/ 0.0555 . Nr, 8, = '

. 5520 36. 0| 0. 0351 , o .
‘Guajakol 0, 0387 0.82 Substrat: Spal-| . Y _
i J 10120 .62.'7 0.0423 B-Galakt-y b | tung 108 % il\gé'f {gletl;ﬁs

Salicyl | 1015 8L4 0.161 [y 1 | o oo odvOR L LA i
aldehyd | 2470 55.8 0.144 (%392 820 7080 2.9 8.8%38“\0. o
Methyls- | 1408 12.6].0.0415) - : SR

. 0.0432) 0.2 , ) }

alicylat | 5520 48.5| 0.0449]C 7080  28.5'0.0206

o-Kresol Y =0.02061-1,12
P 0xyacé 1015|. 41. 0| 0.226 | N i W '
tophenon | 2470 62.7) 0.173 (%200 | 42 1080 218 0.0147 41,71 ¢ g

e 975( 59.0] 0.397 |, . [ >

Vanillin - 0.310:| 6.5 |

2470 72.1) 0.224 m-Kresol |, 7050 285 0. 8%%!0. 0168 0,92
renol | sonel 533l 0568 0-275 | 0.58 7080 18.8 0.0124y o] 1 o

£ A Guajakol | {150 25 3! 0. 01260 0127| 0.€9

1,3,5- | 2590 23.10.0408)5 06/ :gp ' 50y O
Xylenol | 5520 43.5/ 0.0449°: - Salicyl- 24 51 1 :
Phenol | 1430| "55.5) 0.246 0.202 { 6.17 ~ Methyl- | 7080 18:9 0.0128, 4100 7y
p 2590 67.5| 0,189 salicylat [11120] 28.2 0,0129 0149 0.71
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_| 720/ 1. 31 0. 0858 p-Nitro- | 1210 52.3 0.266 ‘
Rophanon o o b O 0783 4.3 phenol .| 2710 7.5 0.180 %228 1.1
: -7, 0.0792; : R ; : .
‘ A : [-Glucos- ’
| 1307| 28.8 0.113 | ; idvon | o0 221128 1350 7.3
Vanillin | 2560 43.2 0.096 0. 095 | 5.2 Phemol | ™' ™% &Y | ~
| 3920 49.1/ 0.076 pNitron | .50/ 2947170~ -
Phenol 240| €6.0] 1.94 | 1.47 | 7.24
Iso- | 7080 19.2 0.0185¢ (1aol o 73 - -111210; 88.6/0.78
eugenol 511120 28.5) 0.0131 >~ * -
135 7080 21.7] 0.0150 ol 0 o1 B.Hemmungsversuc_:he an Ferxnent~
Xylenol [11120| 31.7) 0.0146 =% ™ fraktionen, Nr. 1-9. Substrat:
p-Nitro- | 606 18.9 0.150 ) 100 | 7 9 p-Nitrophenol-g-d-galaktosid..
phenol | 1250 0.0 0.124 ™50 ) % ~ e
o ‘ Tabelle 11,
Kitrophe- 230| 30.8| 0. 730 0. 662 |36.2 Versuch mit dem Fermentprip-
nglrop ©711250 82,6 0. 607 : arat Nr. 1.
o Hemmungs~ Spaltung 9 nach
Tabe}le 10, Kérper o P
Versuch mit dem Fermentprﬁparat ,m' ‘ i
Nr. 9. ' Ohne 50 | 80
SRt [SEL T e sk | % | @
bsid von Min. e tel | &ltnis gl—iz;zsigl—ﬁ-d— J 30 52
Phenol | yor0 4680226\ 0,208/ 1 ©  Galaktose |50 80
Glucose | 50 80
o-Kresol 11210, 48.3 0.236 0.209| 1.02 l ’ -
2710/ 67.8 0.181 :
‘ Ca-galaktonat 32 l 54
1210, 48.5] 0.221 : — :
p-Kresol 2%0 8.3 0.181 | 0-202 1.0 Ca-gluconat 28 J 54
156, 21,38/ 0.228 T -
m~Kresol | 1466/ 51.3| 0,214 | 0.200; 0.£9 Tabelle 12,
‘ 3026| 66.4| 0.157- '
T210| 30,0l 0.128 : Versuch mit dem I‘ermentpraparat
Guajakol. | 5770 50" gl . 196 | 0-127 0.€3 Nr 2.
Salicyl- 456 17.1) 0.179 0.170| 0. 84 Hemmungs— Spaltung 9% nach
aldehyd | 1466/ 42.2 0.162 | ~"*'°| V%4 Kbrper .
. 180 Min. | 300 Min.
alicylat 2710! 56:1) 0.182'| 7 77 7 Ohne 40 7 70
456 10.5] 0. 907 - “Kresol-B-a-
p-Oxyace- ysee 5171 0.215 | 0.196] 0.97,  calapiond O | 25 50
8
tophenon | 5096 68,7 0.167 , o-Kresol- =
456] 76.7) 0.288 glucosid } 27 | 52
Vanillin | 1466 51.0] 0.211 | 0.222 1.09 — ‘
~ 13026 68.7 0. 167 ‘ ‘ Galaktosg 40 ’ 70
Ison | 4561279103827 - : - e ‘ ‘
eug—enol 14€6| 27.0] 0.093 | 0.0¢8 0.48 Glucose - 40 ’ 70
" | 8026, 38.1| 0.069 ‘ : ‘ :
13,6 1210 42.90.201 | 1d ope L o actonat om0
Xylenol - 2710 60.2 0.148 | ** - 48

Ca-gluconat |
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Tabelle 13. o—Kresol——B a1 15" 1 40 B
\} vl L q ‘1" . o i glucomd 1 : !
X Termentpripara - i
o SI}C b ml“c’ em Fermentp ap Galaktose \ 30 ‘ €0
Nz, 3. ’ ] e
i . Glucose I ‘30 o 680
o 95 nacl 3 ”“
fi:smmungs 1 _Spalrung 9¢ nach Ca-galaktonat ‘ T e
Srper T - ‘
1080 . T : ‘
k | 490 Min Min Ca-gluconat. 6 . 15
! t
Ohne sz | 50, - = :
To-Kresol-B-d- | gy ’ 30 Tabelle 16., .
_ glacosid L T ecerg o . . I
o-Kresol i " Y Versuch mit dem-Fermentpriparat
glucosid Nr. 8.
Galaktose ' 27 50 e R e d
d i Hemmungs— | Spaltung 9§ nach
Glucose |32 " 50 SRR ‘
| | — kerper 1820 Min. |'2775 Min.
Ca~galaktonat 15 20
; Ohne | 40 | BB
‘Ca-gluconat 13- 20 ! - ;
, : o-Kresol-f3-d- :
PSS _galaktosid l 25 ‘, 50
Tabelle 14. °~Kre*°1~ﬂ~d- b25 | 50
glucosid - | o -
Versuch mit dem I*ermentprdpdlat Galaktose J 10 \ 55
Nr. 4. :
Glucose I 40 ‘ 55
Hemmungs— l Spaltung ¢; nach Ca-galaktonat ! 85 i 50
kérper ‘ : . !
L N 1 815 Min 1770. Min. Ca-g]uconat ‘ 15 I 30
Ohne 1 - 30 3 v60 - I
“o-Kresol-B-d— \ 2 9 15 Tabelle 17.
_galaktosid ‘ L ‘ Versuch miit dem Fermentpriiparat
o——Kresol—-B —-c~ | 30 ! 60
_glucosid | | Nr, 9.
Galakt ’ H 15 -
salaktose { l » Hemmungs- Spaltung oy nach
Gluc 1 80 | €0 srper . : o
ucose : : korper 295 Min. | 1545 Min.
Ca-gal t 2 l 10 ; .
, a‘ga’zrxktona ‘ Ohne * 93 i E0
] ‘ , ,
Ca-gluconat 30 : 60 o-Kresol-[3-d- g
R : . galaktosid l 2 L1
Tabelle 15. e e I
'V‘ersuch mit dem Fermentpriparat Galaktose i .2 l 15
Nr. 6. Glucose i ‘[ 23 . E g0
Hemmungs~ Spaltung 95 mach Ca~ga1aktonat' ‘3 : i 15
korper - ; , : .
corper 215 Mm. 1440 Min. Ca~—gluconat 20 50
QOhne i 32 l 60 o »
o-Kresol-f-d- T ' » C: Bestunmungen der qptnnalen
galaktosid Wasserstoffzahl von Ferment-
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fraktionen Nr. 1,4,8, Takadia-
stase und Aprikose-emulsin,
Tabelle 18,

Versuch mit dem Fermentpriiparat
Nr. 1, Substrat: p-Nitrophenol-
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22.8

57.9

6.0
6.6 43 | 35.8
7.0 6.2 - 15.7

Tabelle 20,

Verstch mit Takadiastase. 42z

- Losung, dialysiert,

Substsat:

- pH : ﬁg’g}f‘ﬁg f\fﬁn. p-Nitrophenol-g-d-galaktosid.
2.2 o 8L7 ‘ COH | Spaltung % | Relative ’
T -‘ R " p nach’ 27 Min.] Alktivitit
25 | 126 | 301
3.0 1 57.0 R S ;
" ~ 3.0 | 311 74.2
‘ - " '35 38,1 "ol1.1
40 | 46,2 : S
> ’ 5.0 4.0 41.8 ! 100
v : o 4.5 41.5 €9.3
S o 50 | 384 91.9
T T s CoB6. | o 30.0 71.8 -
- Plegrg b v 2808 562
Tabelle 19, B 7.0 | 9,7 i 23‘.2

Versuch mit Takadiastase, " 4e4
Lisung, dialysiert, Substrat:
Phenol-3-d-galaktosid,

o r
& !

"Tabelle 21.

Versuch mit dem Fermentpra‘iparat
Nr. 4, Substrat: Phenol-g-d-gala-

oH . Spaltung ¢ | Relative ktosid.
P ‘nach 30 Min.| Alctivitit ‘ e o
' .2 } ‘ - Spaltur}llg 70| Relative
. P nac PR n
- 2.0 j 0 (0] ) 1440 Min. Aktivitdt
2.5 | 8.0 20.4 17 4.5 18.1
30 | 30.3 - 76.9 18 174 | 2Ls
3.4 1 36.9. | . 3.7 20 | 33 | 45.4
N E N B ! |
3.6 37.4 4.9 2.5 ; L1 £8.9
4.0 39.4 100 3.0 (800 .| 100
44 |24 | 100 - 3.8 | .67 i . 796
48 | 369 e R T 73.4
5.2 | 34.1 86.6 48 820 | 4.0
56 1 28.5 72.3 5.4 195 | 21.9
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| Tabelle 22. ] 53 | 302 100 -
Versuch mit dem Fermentpriparat —
5:7 \ 34.1 91.7
Nr, 4. Substrat p- N1trophenol— .
p-d-galaktosid. 9 | 27 | 800
S| momies 64| 0.7 | 261
pH nach | aRfivitat | ‘
| 1005 Min. | 2RV Tabelle 24
1.7 0. 88 144 o
— - Versuch mit Aprikose-emulsin.
2.0 | 249 | 40.8
‘ ‘ : o Aus dem Acetonpraparat mlt 0. 05-
2.5 | 48'.8 ‘ €0.0 n NH, extrahxerte Lisung, neutr-
{ . .
8.0 61.1 100 alisiert und dialysiert, Substrat: .
3.5 i . 50,4 ‘ 82,5 p-Nitrophenol-ﬁ-d«gala;ktosid.
| =
40 | .82.0 .52.4 l Spaé;clténlg/ Relative
45 ‘ 2.5 ‘,3,‘6-8 115 Min. Aktivitdt
5.7 | 0 0 85 | 0 o
. : R )
40 | 221 | 483
Tabelle 23. ‘ 4z |, w7 | 7m0
Versuch mit dem F 3 i
h mit de ermentpraparat d ’ 2.9 \ Yy
Nr. 8. Substrat: p-Nitrophenol-
g-d-galaktosid. 47 e | o4
P 1473"11‘\3,[111;' Aktivitit 55 .| 452 | 987
34 L0 0 5.8 .| . 435 .| . 950
a2 1.6 36,6 62 | . 838 ' 73.8
a7 | g3 | 814 66 | s | 400
5.0 i 857 | 6.0 7.0 10.6 \ 23.1

V. Affinitit der 5-Galaktosidasen verschiedener Herkunft -
zu einigen p-d-Galaktosiden mit verschiedenen Aglyk-
onen.

Wie in der ersten Arbeit!® dieser Untersuchungsreihe und im ersten
Kapitel dieser mitteilungen wiederholt erwihnt, schwanktdas Aktivititsver-
hiiltnis der g-Galaktosidasepriparate gegeniiber p-Galektosiden mit verschied-
enen Aglykonen mehr oder wemger nach Herkunft der Fermentpriparate.
Solche Tatsache kann man auch einfach mit der Annanme erklzren,
dass jedes Fermentpriparat mehrere [3-Galaktosidasen von verschxedenem
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Aktivitdtsverhiltnis in wechselndene Mengenverhiltnis enthiilt, Tatséichlich
findet man diesen Sachverhalt an den g-Galaktosidasen tierischer Herkunft
(Tablle 1 im KapitelIV) sowie auch an den B-Glucosidasen einigen pflanzlichen
Fermentpréparaten (Tablle 2 im Kapitel II). Bei solchen Fillen kann das
Fermentgemisch durch geeignétes Fraktionierungsverfahren zu einheiflichem
Enzym getrennt werden, Aber bei den meisten anderen Fillen kann die
B-Galaktosidase jeder bestimmter Herkunft als einheitlich aufgefadst werden,

und zwar deshalb,” weil das Aktivititsverhilinis durch Fraktionierung der
Fermentpriparate fast unverindert bleibt. Demnach sollte die Manmgfalt]gken:
im Aktivititsverhilthis, die die Fermentpriiparate je nach ihrer Herkunft
aufweisen, anders gedeutet werden, als dass jedes Priparat mehr als zwei
Galaktosidasen. mit eigenem,  charakteristischem Aktivititsverhiltnis in
wechselndem. Mengenverhiltnis enthlt . ‘

Schon frither haben R. Willstitter und R. Kuhn2® als Tolge der Untersu-
chungen ilber Saccharase, Maltase und P-Glucosidase eine Theorie zur
Erkldrung der relativen Spezifitit aufgestellt, wonach die Mannigfaitigkeit
im. Aktivititsverhilthis jedes Fermentpréiparates s0 zu verstehen ist, dass
die Affinit4t des Enzyms zu Substrat, von Priparat zu Priparat wechselt,
trotzdem das Wesen der Fermente, unabhiingig von ihrer Herkunft, dasselbe
ist. Diesem [Gedanke' liegt die Beobachtung zugruride, dass das Aktiviti-
tsverhiltnis unter denjenigen Bedingungen der Reaktion, wo die Substratko-
nzentration geniigend gross ist um alles vorhandenes Ferment zu binden,
unabhiingig von der Herkunft .des Priparates konstant bleibt. Das Aktivity-
tsverhaltnis unter diesen Reaktlonsbedmgungen (Qoo) stellt somit das der
Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substratt- -Verbindung -dar, Hlerbel soll
darauf aufmerksam gemacht werden, dass die Fermentpriparate, die die
genannten Autoren angewendet hatten, miteinander ‘sehr nahe verwandt
waren. So stammten z. B, alle ihrer Maltasepriparate den Hefearten wund
alle B-.Glucosidaséprﬁparate dem Samenkern von der Gattung, Prumus, indem
nur die Rassen bzw. die Arten voneinander verschieden waren, Es wire
mdglich, dass die Theorie nur bei den nahe verwandten Fermentpriparaten
ihre Giiltigkeit finden, jedoch erscheint es mir noch weiterer Priifung zu
bediirfén, ob sich die Theorie auch auf Enzympriparate Welt verschledenen
Ursprungs ohne weiteres iibertragen lassen darf,

Bei den B-Glucosidasepriiparaten verschiedener Herkunft haben T. Miwa
und Mitarbeiterll gefunden, dass das verhiltnisder Spaltungsgeschwindigkeit
sogar bei der maximalen kongzentration. der Enzym-Substrat-Verbindung
keme konStante Zahlen aufweist, Also erscheint die Anwendbarkeit der
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Willstitter-Kuhnschen. Theorie nur auf - Grlucos1dasen sehr nahe verwandter
Herkunft beschrinkt zu sein. ‘ o
Bei der vorliegenden Arbeit wurde ver sucht klarzulegen, ob das manni-
glaltige Aktivitédtsverhdltnis in der Wirkung von @-Galaktosidasepriparaten
ver schledener Herkunft wirklich nur auf die von Priparat zu Priparat
Wechselnde Affinitat beruht, oder ob es mehrere, .je nach Herkunft: elgene,
in ihrer Struktur wechseinde $- -Galaktosidasen gibt.
. Zu diesem Zwecke wurden die Affinitit einiger B-Galaktosidasepriparate
zu verschiedenen phenolischen B-Galaktosiden sowie auch das Verhgltnis der
Wirkung bei der maximalen Konzentration der Enzym-Substrat-Verbindung
bestimmt. Die beiden Werten wurden gewghnlicherweise nach  der Methode
von Michaelis und - Menten?® graphisch ermittelt. Dabel ergaben sich bei
. einigen Fermentpriparaten merkwiirdige
1 . / \ ~ ] Erscheinungen. -Nimlich bei der p-Gal~
, / - ] aktosidasen von Takadiastase, Aspergil-

lus niger und einer Enzymfraktion von

op
1 . Schneckenhepatopankreas, die dasselbe
1 Hemmungsverhalten wie Takadiastase
. . 1‘ T 1 aufweist, nimmt die Realktionsgeschwin-
gtgln . 2N T digkeit mit Zunahme der Substratkonz-
Fig. 1. . .

ntration anfangs zu, dann doch,

Alktlvit 1ts—pS—Kurve der B-Galakt- entre ‘ £ ‘ jedoc

osidase von Takddiastase. Substrat: nachdem sie ein Maximum erreicht hat,
Phenol-f-d-galaktosid, ' rasch ab, Also stellt die Aktlvﬁ,ats pS-
Kurve dabei einen glockenformigen Verlauf dar (Fig. 1.y

Derartige Erschkinungen sind schon bei den @- Giucosidasen von Takadia—~
stase, -Aspergillus niger u. a, “beobachtetl) und nach der Anschauung von
J. B. S. Haldane® folgendermassen gedeutet worden. Je ein Molekil von
Enzym verbindet sich mit einem Substratmoleliil und die gebildete: Enzym:
Substrat-Verbindung  zerfillt dann zu Hydrolyseprodukt. ~Aber mit der
Erhohung der Substraﬁkonzentration addiert sich noch ein weiterer Substr-
atmolekiil an diese Verbindung, wobei sich die gebildete neue Verbindung
nicht. zu Hydrolyseprodukt fithrt, Die Folge davon ist die Herabsetzung der
Hydrolysegeschwmd1gkelt Diese Verhiltnisse lasser: sich folgendermassen
schematisch veranschaulicht:

CCEY (80 2 [ESY (1)
EES] + 83 pid [ESS]..............,;..(2‘)
ES » E 4+ P
E.... Enzym; S Substrat; ES, ESS-. Enzym-Substrat-Verbindung;
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P ------ Hydrolyseprodukt, L ] bedeutet Konzentration,

l)dlaus habe 1ch die Dissoziationskonstante der Gleichung 1 und 2, Kmy
und ng,. nach der Methode von Miwa* glaph1sch ermittelt und in
Aiﬁmta‘cskonstante, KM1 und KM», (Rezlploke de1 D1880z1at10nskons'rante)
‘umgerechnet. : :

Folgende Tabellen (1-6) enthalten die Aktivititsverhiltnis bei Substrat-
konzentration von.0;012 Mol (Qp.ai2) und bei der maximalen Konzentration
der Enzym-Substrat-Verbindung (Qoo) sowie die Affinitiitskonstanten (KM
bzw. KM,und KM)). ' ‘ '

Bei Aprikose-emulsin wurden, unter Bericksichtigung der Frage, ob die
Begieitstoffe auf die Affinitst zwischen Enzym und Substrat Einfluss ausiiben
konnten, zwei I‘ermentpmparate von verschledenem Reinheitsgrad herang--
ezogen, Tabelle 1 zeigt 'die Resultate, '

Tahelle 1 (Aprikose-emulsin),

. p-Galaktosid von
- Wertigkeit ) 8) . . .
des Enzymprii— § . i |D-Oxy~ s .
[Ph.~[4-gal, p- . p-Nitio- | Guaja~| Vanill-
parates Phenol .Kresol Kresol [Phenol acetoph kol . |in
S 7 Jjenon | v
- Qooie | 1 ] 127 os2 | 47.6| 45 | 2.63 3.2
0.017 Qoo . 1 22 1 031 161 . b.8 | 4.32 1 447
| KM - 28 16 5 |- 6 25 12,7 8.5
, | Qoo 1| 15.0 | 068
0.53 Qoo C1 ) 237 .0.49
KM 295 16 1 46.

Daraus geht klar hervor dass die Reakti()nsgeschWincligiceit bei Substr-
atkonzentration von 0,012 Mol kaum durch die Affinitit zwischen I‘nzym
und Substrat, sondern durch Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat-
Verbindunig bedingt wird. Dabei erscheint es uns auch bemerkénswert dass
die Affinitit und Zerfallsgeschwindigkeit der gepriften Substrate etwa ‘in
umgekehrtem Verhiltnis stehen. Nimlich erweist sich die Affinitit zu Vani-
1lin- und p-Nitrophehol—B—gahktosid als weit' kieiner als zu p-Kresol- ‘und
Phencl-g-galaktosid, Ferner ist zu ersehen dass die Affinitiit und die Zerfa-
1lsgeS(,hw1nd1gke1t ganz unabhanglg von dem Remhel’csgrad der an gt,wendeten
Fermentpriparate ist, was mit Sicherheit hinweist dass die Begleltbtoffe
darauf keinen wesentlichen Einfluss ausiiben, ‘ L

Die p-Galaktosidase dc;r Samen von Cycas rewolula, . deren Versuchsres-

*), Unverisffentlicht:
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ultate in Tabelle 2 zusammengestellt sind, ist insofern eigenartig als sie,
unter den bisjetzt untersuchten B-Galaktosidasen, in 1hrem Alctivititsverh-
Hitnis derjenigen des Prumus-emulsins dusserst nahe steht (Tabelle 1 im
Kapitel I). Um klarzulegen, warauf solche Gleichartigkeit beruht, - wurden
die Affinitdt und die Zerfallsgescthngkett zum Vergleich mit Aprikose-
emulsin, ermittelt,

Tabelle 2 (Enzym von Cycas revoluia).

p-Galaktosid von
Phenol o-Kresol i - p-Kresocl
Wéo 012 . 10.6 0.75
Qoo 1 22 0.61
KM 34 : 18 46.7

Daraus ist ersichtlich, dass sowohl die Affinitiit zu drei Substraten wie
auch das Verhiltnis der ‘Zerfallsgeschwindigkeit mit den entsprechenden
Werten des Aprikose-emulsins gut tbereinstimmen, Dies, mit der weitgehen-
den Ahnlichkeit im Aktivititsverhiltnis zu den um'fangreicheh ‘Substratrei-
hen, deutet darauf hin, dass es zwischen den B-Galaktosidasen von Prunus
und Cycas eine wesentliche Gleichartigkeit im Enzymbau besteht,

Wie im vorangehenden Kapitel dieser Mitteilungen angegeben, enthilt
das Hepatopankreas einer Schnecke, Eulota peliomphals, zwei Arten der
p-Galaktosidase, die durch geeignetes Verfahren voneinander getrennt
werden k¢nnen., In ihrem Verhalten gegeniiber einigen Hemmungskérpern
steht die eine mit der B-Galaktosidase des Aprikose-emulsins und die andere.
mit der der Takadiastase in iibereinstimmung. In Tabelle 3 zeigen sich
die Versuchsergebnisse mit der Engzymfraktion, die das I{emrhungsverhalten
von Emulsin-typ aufweist. '

Tabelle 3 (Enzym von Schneckenhepatopankreas,' Emlilsin-typ).

p-Galaktosid von

. i
p-Nitro-*P-oxyace—

I - . . R ‘
Phenol *| o-Kresol | p-Kresol phenol tophenon Guajakol [Vanillin *

Qo.012 1 - 0.89 0.82 5.97 2.30 0.75 3.82

Qoo 1 0.90 | 0.3 | 30 2.80 0.65 | 27
KMy 132 112 422 9.6 38 282 | 8.7
KM, _ 11 1.3 —_ 24 8.9 —

* Aktivitits-pS-Kurve ist normal, mithin fehlt KM,.

Diese Resultate, verglichen mit denjenigen der Tabelle 1, lassen uns

'
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erkennen dass zwischen dieser Fermentfraktion und Aprikose-emulsin ein
deutlicher Unterschied in der Affinitit zu Phlenol-, o-Kresol-, p-Kresol- und
Guajakol-B-galaktosid besteht, wihrend diejenige zu p-Nitrophenol-, p-Oxy-
acetophenon- und Vanillin-ﬁ_—galaktosid in beiden Fermeéntpriparaten etwa
gleich gross ist. Jmmerhin kann man jedoch derart nahe Verwandschaft,
wie sie zwischen Prunus- und Cycas-enzym verhanden ist, hierbei nicht
wahrnenmen. Auch beziiglich des Verhiltnisses der Zerfallsgeschwindigkeit
besteht dazwischen eine nicht geringe Differenz, wenigstens in bezug auf
o-Kresol- und Guajakol-g-galaktosid. Alle dieser Resultaten bestiitigen wiede-

" yholt die Ansicht des vorangehenden Kapitels dass die f- Galaktosidase der
Schnecke mit dem Hemmungsverhalten von Emulsm -typ von der des Apri-
kkose-emulsins verschieden sel.

Die in Takadiastase enthaltene B- Galaktosxdase ist elnhelthch
von Aprikose-emulsin sowohl in bezug auf Akthltatsverhaltms wie auch
Verhalten gegen . Hemmungskorper scharf unterscheiden lisst (Kapitel I und
AI). Tabelle 4 zeigt d1e Versuchsmgebmsse mit diesem I‘ennentprapalat

¢ Tabelle 4 (Takadiastase).

die sich

Q—Gﬁlaktosid von
Phe‘nq‘l‘ 1 0-Kresol | p-Kresol 1;111\16:1151(;(1% Ilgﬁ’zsgg‘cq—— GLiajglcpl Vanillin
Qo012 1 0.82 0.90 092" 1.0 | 0.53 0.29
Qoo 1 0,81 0.53 . 0,55 2.8 .0.28 0.69
XM, 75 ¢ 76 159 235 38 185 60
KM, - 75 68 . 20 .30 376 8.6 53

Daraus ersicht mzn dass die Affinititskonstanten sowie das Verhiltnis der
:Zerfallsgeschwindigkeit‘von den entsprechenden Werten sowohl des Aprikose-
emulsins wie der meisten anderen 3-Galaktosidasepriparate verschieden
" sind, Fernerhin méchte ich daraus noch einen merkwurdigen Tatbestand
entnehmen, dass die Schwankung des Aktivititsverhiltnisses bei maximaler
Substrotkonzentrdtion (Qoo) etwas griisser ist als bei Substratkonzentration
von 0,012 Mol (Qo 012).” Daraus erhellt sich dass die- Glelchmassxgkelt in dem
AkthI‘tdSVeI‘hdltnls von  Taka-g- galakt031dase nur eine scheinbare ist und
dass es durch Kombmauon der Zerfallqgeschwmd1gke1t und' der:: Affinitit
zustande kommt ’

Wie oben ervmhnt enthiilt das Schneckenhepatopankreas zwei Arten der
B-Galaktosxdase, von denen die eine dasselbe Verhalten gegenuber Hemmun-
gskérpern wie die B-Galaktosidase der Takadiastase, Versuche -mit. diesem
Ferment ergaben folgende Resultate, = =



54 (2€6)

- Tabelle 5 (Enzym von Schneckenhep'ltopcu*kreas 'ldk 1 typ)

Kazutosi NISIZAWA
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ﬁ—Galaktosxd von
Phenol o-Kresol p-Kresol: 8—1—11:111%10— Oxyac"e— Guaja.kol‘ Vanillin
) tophenon | o
Qoote 1.05 1.25 1.22 0.65 | 0.085 0.87.
Qs 1.0 2,2 6.6 0,33 0.32 0.67
CRM; 23 25 - 11 3.6 €8.4 | 7.5 25
KMy 108 115 233 813 . 6.8 750 25 ‘

Verglelch’c man diese Ergebmsse mlt denen der Takadmstase, so erkennt:
man sofort einen nicht unbetlachthchen Un‘cerschmd Die UnStlmmlgkelt die’
"dazwischen in bezug auf Ak’clwtatsverhal‘rms bei Subsuatkonzentratwn von
0.012 Mol vorhanden ist, tritt beziiglich Qm-Weite noch deuthche1 zut'\ge,'
was gegen die Theone von Wﬂlsta‘cter und kuhn sprxcht

Dle B- Galqktomdase von As;bergzllus mgev’ steht msofem ‘der der Takddld—
stase nahe, als s1e gleiches Hemmungsvelhalten und nhnhches Alktivititsve-
rhiltnis gegeniiber mehreren ‘Substraten aufweist (Kapitel 1 und ID), Es
erscheint uns daher auch Wunschenswert sicher zustellen, ob diese schein-
bare Gleichartigkeit auf die wesentliche Struktur der beiden Fermente
beruht oder nicht, Um einer Erklirung dieser Frage niher zu kommen, wurde
die Bestimmung der Affinitiitskonstante und des Aktivititsverhiltnisses der
Zerfsllsgeschwindigkeit ausgefibrt,

Tabelle 6 (Enzym von Aszbevgzllus mgef)

B—Galaktosxd von.
Phenotl - i o-Kresol p-Kresol
Quote 1 | 1.18 0.88
Qoo 1 0. 87 0.70
KM, 22 1€8 452
KM» 219 5.3 8.0

Wie daraus hervorgeht ist das Verhaltnls der Zerfallsgeschwmdxghext im
grossen und ganzen dasselbe wie.das der Takadmstase, wihrend es beziiglich
der Affinititskonstante eine unverkennbare stklepanz besteht Daher ist
man ohne weiteres nicht imstande, die - -Galaktosidasen beider Aspmgzll_ub-'
arten als identisch zu betrachten, ‘golange ein sicherer Beweis nicht erbracht.
werden kinnte, dass die Affinitit durch die von. Eﬁzymmolekﬁl Linabhiit&gigf:u
Regleitstoffe beeinflusst wird. ‘

Die wichtigen Punkte der in Tabelle 1-6 angegebenen I\esultdte laSSen
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sich folgendermassen zusammenfassen.

1). Das Verhiltnis der Zerfallsgeschwindigkeit von Enrym Substrat-Verbin-
dung, d. h. das Wirkungsverhiltnis bei der maximalen Substratkonzentra-
tion, Qc,, schwankt je nach der Fermen%pi‘ovenienz ganz. .-unregelnliissig,
was mit aller Wahrscheinlichkeit darauf hindeutet, dass die unitarische
Theorie von Willstitter und Kuhn, scweit es sich um [3 Galaktosidase ha‘ndelt
nicht aufrechtzuhalten ist.

2). Zwischen dem IIemmungstyp der B-Galaktosidase und den Werten von
Qoo und KM oder KMI und KM scheint’ keine korrelative Begziehung zu
bestehen, , ‘

3). Die Spaltungsgeschwindigkeit Verﬂchiedener Substrate bei Substratko-
nzentration von 0,012 Mol werden zumeist durch dle Zerfallsgeschwmdxgkelt
der Enzym-Substrat-Verbindung, nicht aber durch die Aﬁimtat zwischen Enzym
und Substrat bedingt. In Allgemeinen bemerkt man sogar eine Tendenz,
dass die Affinitit bei denjenigen Substraten kleiner ist, die bei Substratkonze-
ntration von 0.012 Mol mit grisserer Geschwindigkeit gespalten werden,

4). -Alle dieser Befunde lassen uns gendtigt anzunehmen, dass die B-Gal-
aktosidasen je nach Herkunft der Fermente in ihrer Gesamtstruktur versch-
ieden seien, nimlich sind diejenigen Anteile des Ehzymmolckuls voneinander
verschieden, die fur die Affinitit zwischen: Enzyrh und Substrat: sowie
fur die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym- Substrat- Verbindung \;emntworb
lich zu machen sind, wahrend die an die Spaltung der B- Galaktomdhmdung
unmittelbar betelhgenden Gruppen dieselben sind.,

Versuche.

Die Versuchs methoden folgten den Angaben der fritheren Mitteilungen..
wu

Protokolnle.v

Voo @ abgespaltene Galaktosemenge (mg) pro Minute, ‘pro Enzymeinheit
bei maximaler Enzym-Substrat-Konzentration; es ist graphisch erhiltlich,
Km bzw. Km,;, Km. : Dissoziationskonstanten der Aktivitits-pS-Kurven KM,
bzw. KM;, KM,: Affinititskonstanten des Enzyms, d. i. Reziproke der Di-
ssoziationskonstanten, 10% k: Reaktionskonstaﬁt}e erster Ordnung, bei Su-
bstratkonzentration von 0.012 Mol, : ' ,

A: Versucne mit dem Aprikose-emulsin (1), Wertig';keit: frn..ggar =0, 017,

Tabelle 7,
Substrat: Phenol-g-d-galaktosid. Relative Enzjmmenge%‘l.
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Substrat— Spaltung(Galaktose-
konzen- mg /ccm Probe)nach
tration ~log(3] / : : ! ‘
Mol ) 120 Min. | 260 Min,

. 0.120 0.6208 | 0.565 | 1.116

0.096 1. 0177 0.501 0.983

0.072

1.1497 j 0. 469 0.882

0. 048

| L8188 | 0.415 | 0.772
0.024 ‘ 1.6198 | . 0.281 ’ 0.548
|
|
|
i

0.012 1.9208 i 0.188 ] 0.396
0. 006 2.2218 | 0.154 | 0.288
0.001z | 2.9208 | - 0.086 | 0.140

1C3. k=0. 329, Qo.gps =1, KM=0.0347,
KM=29, Veo=0.0286mg, Quo=1,

Tabelle 8.
Subst1 at: o-Kresol-p-d- galakt051d
Relative Enzymmenge 1/9.

Substrat— Spaltung(Galaktose—-
“konzentr— | 3. -d: (mg/ccm Probe)nach,
ation log(S3

Mol - : © 4 €0:Min. | 180 Min.

0.219 0.65065 | 0.670 | 1.€02

0.101 | 0.9957 | 0.561 | 1332

0.048 ‘ 1.3188 0.386 0.906

0.0275 l 1. 5€00 0.304 0.703

0.012 | 1.9208 j To0.123 | o272

0.(C6 1 2.2218 0.069 0.167

0.03 ’ 2.5229 | 0.035 | 0.088

105k =4.17, Qqop=12.7, Km=0.0631,
- KM =16, Veo=0.52mg, Qoo=22.0,

Tabelle 9, ‘
Substrat: p-Kresol-g-d- galaktomd
Relative Enzymmenge =1,

2{11?33; Spaltung (Calaktose-

entrati- |-logrs) | M&/ccm Probe) nach

on B 15771 4587 1000
Mol Min. | Min. | Min.

0.15¢6| 0.82391 0.310| — |

0.120 ‘ 0.9208 i 0.364 ‘. 0.902.] 1.€00

Kaziitosi NISIZAWA

Vol.1 No.1

| eI T SRR NI BRI
3 S Py ; 2
Fig. 2. ‘

Alctivitits-pS-Kurve (Tabelle 7).

,

= el
3—,&7(6:] A 130 2 o

Fig. 3.

Aktivitits-pS-kurve (Tabelle 8).
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0.086 | 1.0177 . 0.339| 0.854 | 1.550

0.048 | 1.3188 | 0.250| 0.€95 | 1.300

. 0.024 ‘1.6198 0.220 | 0.580 | 1.000

0.012 i 1.9208 | 0.194| 0.480 | 0.705 ]
0.006 | 2.2218 | 0.170 | 0.362| 0.452 ]
0.003 | 2.5229 | 0.138] 0.260 | 0.290 = FmEwTTEm I

0.0012| 2.9208 | 0.108| 0.168 | 0.185 Fig.. 4.
i : X

Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 9).

105.k=0.172, Q ¢ o2=0.52, Km=0. 020,
KM =50, Veo=0.0072mg, Qeo=0.31
Tabelle 10.

Substrat: p-Nitrophenol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1/20.

?«:Bf;;- Spaltung (Glaktose--

. zentrat- -logrsy| me/ccm Probe) nach
ion - 30 120 270
Mol Min. | Mia. | Min.

0.120 | 0.9208 | 0.570 | 1.256 | 1.684 ' -
0.096 | 1.0177 | 0.520 | 1.142| 1.580 ‘ '

0.072 ’1.14267 0.400 | 0.926 | 1.410

0.048 | 1.8188 | 0.284| 0.772 | 1.102

0.024 | 1.6198 | 0.166 | 0.514 [ 0.778

0.012 | 1.9208 |. 0.115 | 0.263 | 0.389

e - # R —
0.006 | 2.2218| 0.065| 0.191 | 0.298 ‘ ' Fig.s.
0.008 | 2.5229 | 0.085| 0.105 | 0.167 Aktivitiits-pS-Kurve (Tabelle 10).
0.0012 | 2.9208 | 0.015| 0.050 | 0.083 ' : ‘ Lo

102k =15.66, Qg0=47.6, Km=0,170,
KM=6.0, Voo=38.792mg, Qeo=161.
Tabelle 11,

Substrat: p-Oxyacetophenon-B-d-galakt.osid. :
Relative Enzymmenge=1/3, '

21'211?3:11:' Spaltung (Galaktose~
zentrat- | -Jog(S) mg/ccm Probe) nach
lon €0 120 0

_Mol | Min. | Min. | Min.
0.07.%| 1.14267 0.485 | 0.726 | 1.074
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0.048 | 1.3188 | 0.360 | 0.618 | 0.983
0.024 | 1.6198 | 0.250 | 0.435 | 0.673
0.012 | 1.9208 | 0.142 | 0.270 | 0.406
0.006 | 2.2218 [ 0.040 | 0.080 | 0.170

0.003 | 2.5220 | 0.015 [ 0.031 | 0.065

0.0012 2.92081 0.007 | 0.013
!

[

L

0.031

108, k=1.482, Qp.qe=4.5, Km=0. 0399,
KM=25, Veo=0.1844mg, Qoo=5.8

#Als Suspension.

Tabelle 12,

Substrat: Guajakol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1/3.

Substratk- Spaltung(Galaktose-~

(i);l:entrat— “log]S) mg/ccm Probe)nach
Mol | 120 Min. i 250 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.647 | 1262
0.086 | 10177 | o0.5¢3 | 1123
0.048 | 1.8188 | 0.420 | 0.750
0.024 | 1.6188 | 0.250 | 0.465
0.012 | 1.9208 | 0.167 | - 0.305
0.006 | 2.2218 } 0.109 { 0.176
0.003 | 2.5229 | 0.062 | 0.079
0.0012 | 2.9208 | 0.022 | 0.059

108,k =0. 864, Qq.q1o=2. 63, Km =0. 0708,
KM=12.7, Voo=0,1043mg, Qco=4.32.
Tabelle 13,

Substrat: Vanillin-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1/45.

Substrat-
konzentr- -log(S)

Spaltung (Galaktose-

mg/ccm Probe) nach

ation

Mol Min | M. | M.
0.100*‘ 1.000 | 0.550 | 1.142 1812
0.072 * [ 1. 14267{ 0.460 | 0.954 | 1.552
0.048 | 1.3188, 0.315 | 0.660 | 1.142
0.024 | 16198 | 0.125| 0.270 | o0.461

[ ! L
3. -1-';(:}_ 1l Ly g

Fig. 6.
Aktivitdts-pS-Kurve (Tabelle 11).

PRLIPRN B S .
S ls] o 2 . NS 1 e

Fig. 7.
Aktivitats-pS-Kurve (Tabelle 12).

Lt ]

3 -Jbz[:J 2 1993 o
- .8 giF

Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 13).




~Vol.1 §o.1 Studien ilber die Enzymatishen Spaltung von Galaklosiden (271) 5%

ooz | 1.9208| 0.050| 0.067  0.117

To.006 | 2.2218] 0.016| 0.081 0.Ce4
0.008 | 2.5220| 0.008| 0.010 0.015
0.0012 | 2.9208 | 0 0o 0

Km=8.5, Voo=10.539mg Qco=447.
# Als Suspesion. »
B: Versuche mit dem Aprikose-emulsin (2). Wertigleit: fPh.-g-eal=0,53..

Tabelle 14,

. Substrat: Phenol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge==1,

Spaltung (Gala-

Substratko-
s _ ktose-mg/ccm
nzexﬁroeiuon log(S) Probe) mnach
| 146 Min.
0.108 |  0.9657 0.520
0.090 | 10488 | 0.500
0.072 j 1.1427 0. 450
0.036 - |  1.4487 .| 0.330
0.012 1.9208 0.190
0.009 | 2.046 0.175 AR A S
: ontys & Jep o g,
0.003 - 2523 C0.125 Tig. 9. .
0.001 3.000 0.104 Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 14).

108 k=0.281, Quo1p=1 Km=0.0339,
KM=29.5, Voo=0.01828m,g Qeo=1.

Tabelle 15.
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymm enge=1/10,

Spaltung (Gala-
Substratko«ﬂ
o n ktose-mg/ccm
nzelll\:clg?tmn log(S] Probe) nach -
247 Min
0.120 0.9208 1.885
© 0,072 1.1427 1.575
o024 1.6188 0.709
0.012 - 1.9208 |  0.463 L ‘ ~
- - T  — | N
0.006 | = 2.2218 0. 266 ok e 1o 4 °
- - - Fig 10,
0,003 ] 2.5229 0.151

‘ " Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 15).
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0.0012 | . 2.9208 ; 0. 050

108, k=4.21, Qg ge=16.0, Km=0. 0631,
KM =16, Veo=0.434mg, Qco=23.7.

. Tabelle 16
Substrat: p-Kresol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1

Spaltung (Gala—

Substratko|
nzentration -log[Sj ‘ %zg%z;ﬂ%/cfm
Mol .| 245 Min.
0,144 0.842 | 0.446
| —
0.120 | o0.922 0.435 1
0.086 | 1.0177 0.425
0.048 | - 1.3188 0. 370 T
|
0. 024 ] 1. 6198 0.285 ]
.02 | 19208 | 0.207 ]
0.006 | 22218 | 0.200 : o
: Fig. 11.
0.003 2.5229 [ 0.165 )
Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 16).
0.000 | 3.000 | 0.110 A

105. 1 =0. 176, Qg ga=0. 63, Km = 0. 021,

KM =45.7, Voo=0,0090mg, Q.o=0.49.

C: Versuche mit dem Fermentpriparate aus Cycas revoluta.
© Tabelle 17.

Substrat: Phenol-3-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1,

‘ Spaltﬁng (Gala-

Substratko-

nzentration| -log(8) ig;c'c())%i—)mnga/gﬁm
Mol | 895 Min.

0.108 |  0.96658 } 0.900

0.072 1.14267 | 0.812

0.036 1. 4487 [ 0. €40 RIS
0.018 | 1747 | 0.430 ]
0.012 | 19208 | 0.362 o ]

N [ — e s bl e :
0.co | =z 04576! 0.340 e ORI 0
0.06 | 222185 | 0.280 Tig. 12.
sl oo ALfivitAte-pS-Kurve (Tabelle 17).

0.03 |  2.52287 0. 203 ‘
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0.15 ]t 2.82591 0.174

105, k=0. 0852, Qq.oe=1, Km=0.02¢5,
KM=33.9, Veo=0.0052mg, Qoo=1.
Tabelle 81,
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

Substratko- iggégﬁfg(ﬁgf— '
nzentration| -log(S) Probe) mach
- Mol 80 Min.
0.120 |  0.9208 1.600
0.072 1 1.14267 1.326
0.048 1.3188 1. 050
0.024 - 1.6198 0.€84
0.01z | 1.9208 0.847
0.006 | 2.2218 0.194
r L ot REUTERT FURE M SRR S
0.003 2.5229 0.115 R 7 R e e
0.0012 2.9208 | . 0.052 |  Fig. 13.
168. k= 0. 950, Qp g39=10. 6, Km=0. 05‘? ‘Aktivitdts-pS-Kurve (Tabelle 18).

KM=18, Voo=0.1152mg, Q.,=22.

Tabelle 19,

Substrat: p-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

Spaltung (Gala—
Substratko-
nzentration| -log(S) %gl:‘g;i—)n;%/ccﬁm P

Mol. 1450 Min. :

o144 | oz | 0.040

0.cc6 | - 0.922 0.920

0.048 | 1.3188 0.777

0.024 ’ 1.6198 0. €04

0.012 | 1.9208 { 0.434

0.006 ! 2.9218 ‘ 0.345

0.003 | 2.5229 t 0.230 ,

0.0015 | 28289 | 0.173 Fig. -14.

108,k = 0. 0672, Qq.g2=0.75, Km=0. 0214

Aktivitits-pS-Kurve. (Tabelle 19).:
KM =46.7, Voo=0,003172mg, Qoo=0.61. ’ ' ‘ '

D: Versuche mit dem Fermentpriiparat von Emulsin-tjrp aus Schnecken-
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hepatopankreas.
Tabelle 20.
Substrat: Phenol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1,

Spaltung(Galaktose~ .
Substrat- mg/ccm Probe) :
konzentr- | -log(3) nach :
ation Mol 1050 Min. [2585 Min..
0.120 | 0.9208 | 0.590 | 1.368 ’ -
0. 072 1.14267 |  0.576 1.319
0.048 i 1.8188 0.544 1.255 _
0.024 } 1.6198 0.480 1.050 T
0.012 ! 1.6208 } 0.391 | 0.800
0.006 | 2.2218 | 0.285 | 0.561 AR L T
| 3 hpg) wba 1 )
0. 003 ‘ 2.5229 1 0.178 0.336 . o
‘ Fig. 15.
0. 0012 } 2. 9208 1 0.098 0.171

Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 20).
108, k=0. 0828; Qo.012=1, Km=0. 00795, .
KM =132, Veo=0.00248mg, Qeo=1.

Tabelle 21.
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1/3.

T Spaltung (Gala-

Substrat—

| ktose-mg/ccm

konzen—

tration | ~08(SJ | Probe) nach
Mol 1960 Min. |2875 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.095 | 0.350 ‘ -
0.072 ] 1.14267 | 0.106 | 0,400 ]
0.048 ] 1.3188 | 0.123 | 0.450 ]
0.0 | Leies | 0130 | 0. 468 T
0.1z | 1.9208 | 0.115 | 0.375
0.006 | 2.2218 | 0.080 | 0.280 oot

— 3 -lyi) PG 1] v

0.003 | 2.5220 | 0.062 | 0.180 , Fig. 16. _
0.0012 | 2.9208. | 0.038 | 0.096 Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 21).

108, k=0. 0785, Qo.012=0. 89, Km1 =0. 008913
Kmz =0.08918 KM, =112.2, KM,=11.2,
Veo=0,00222mg, Qoo=0.90
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Tabelle 22,

Substrat: p-Kresol-38-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge==1/2,

Spaltung (Gala:'v—f

Spaltung von Galaktosiden

(275) 63

[
Konaente | -toxrs) |Kioseme/com
ation Mol | 1150 Min. 2720 Min,
0.120 E 0.9208 | 0.191 . 0.481
0.072 | 11427 | 0.204 } 0.501 T
0.048 ‘ 1.3188 | 0.207 } 0.522 ]
0.024 | 1.6198 | 0.203 | 0.487 1.,
0.012 | 1.€208 | 0.188 | 0.417 ]
Too06 | 22218 | 0.165 | 0.338 R ]
0.003 25229 | 0.118 i 0.231 Il 2 °
0.0012 | 2.9208 | 0.076 ’ 0.128 Fig, 17.

108. k=0.0676 Qo.o12=0.82, Km;=0.00

2372, Km,=0,

7499, KM, =421.6,KM,

=1.38, Veo=0.001552mg, Qoo=0.63.
Tabelle 23,

Substrat: p-Nitrophenol-p-d-galaktosid,

Relative Enzymmenge=1/10. -

Substr—

atkonz~
entrati- ~log(S]

on Mol

Spaltung (Galaktose~

500 970 2520
Min. | Min. | Min. ~

0.120 | 0.9208
{

0.510| 0.7341 1,102

0.072 11.1427§ 0.380 | o.ess‘ 1.026
0. 048 §1.3188} 0.285 o.soo] '''' 0.842.
0.024  1.6198| 0.170 | 0.330’ 0.526
0.012 ‘j'1.9208 0.120 | o.220i 0.376
0.006 ‘2,;22185 o.cgo’ 0.164' 0.271
0.003 ;'"2. 5229 | o. 0'7'5'#|" --6..1'5;( 0.200

mg/cem Probe) nach

0.0012 | 2.9208

0,05 \ 0.073 x,0.120,

109,k =0.494, Qo.012=5.97, Km=0.104
7, KM=9.6, Veo=0.0752, Qo.=30.3.

Tabelle 24.
Substrat: p-Oxyacetophenon-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1/5,

Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 22).

M‘l ]

3 -yt 2 K

Fig, 18,

© Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 23).
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Spaltung (Gala-
Eggggﬁt' ktose-mg/ccm
tration —~log(S) | Probe) nach
Mol (1165 Min. 2570 Min.

0.100 * | 1.0000 0.210 0.344

0.072 * | 1.1427 0.217 0.350

0.048 1.3188 0.223 0.376

10,024 ! 1.6198 | 0.220 | 0.406

0.012 | 19208 | 0.210 | 0.406

0.006 2.2218[ 0.119 | o0.179

| N RSP AR
0.003 .| 2.5220 | 0.061 | 0.C94 T J
0.0012 | 2.9208 | 0.028 | 0.083 Fig.19.
108, k=0.1900, Qq.ap0=2. 30, Km;=0. 02 Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 42).

661, Kmy=0.04217, KM;=37.6, KM,=

23.7, Veo=0.00692mg, Q.,=2.8.

* Als Suspension. )
Tabelle 25,

Substrat: Guajakol-g-d-galaktosid,

Relative Enzymmenge=1/1.5,

' Spaltong (Galas
igﬁigﬁf‘f - ktose-mg/ccm
tration ~log(8] | Probe) nach

Mol 1695 Min. [2715 Min.

0.120 1 0.9208 | 0.160 0.320

0.2 | L1427 | 0.186 | 0.420 -

0.048 | 1.3188 1 0.203 | 0.485 .
0.024 | 1.6198 | o0.216 | 0.523 -
o.01z | 19208 | 0.213 | 0.490 i
0.006 | 22218 | 0.187 | 038 o .:
0.003 | 25229 | 0.141 | 0.255 3 el 2 M0 g "o

Fig. 20,

Alctivitits-pS-Kurve (Tabelle 25).
108,k =0. 0623, Q) g1p=0.75, Km,=0.00 KR

8548, Kmy=0.1122, KM;=282, KM,=
8.9, Voo=0.0016mg, Q.. =0.65

, Tabelle 26,
Substrat: Vanillin-g-d-gaiaktosid, -
Relative Enzymmenge=1/10,

0.0012 [ 2.9208 | 0.077 | 0.134
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Substrat- ‘li%:i;&:;gg}c%i?-

}:{1%1'2?51111— -log(S] ‘Ptobe nach
Mol ‘1075 Min. \2795 Mm
0.100 = | 1.0000 | 0.822 ’ 1.980
0.072 * 1 1.1427 ] 0. 674 [ ©1.504
0.048 ;’ 18188 | 0.455 - o.022
0.024 1 1.6198 | 0.282.. 0.500
0.612  1.9208 . 0.140 l 0.320
"0, 006 ’ 22218 0.089 | 0.211
0.008 | 2.5228  0.046  0.080
0. 0012 , 2.9208 | | 0.030

108,k =0.275, Qpom=3.32, Km =0.115,

KM=8.7, Voo=0.672mg, Qm——27 1

# Als Suspension.
E: Versuche mit Takadiastase,
Tabelle 27, *
Substrat: Phenol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1/4.

5 K271 S
Fin. 21.
Akt1v1t'1t%~pS-I(u1ve ("Fabe lle 26)

Spaltung, ( Gala-

'0.006 | 22218 | . 0.579

Substratko- o
; . e ! ktose-mg/ccm i
e ’v-m;,[s; Probe) né"h 0.003 2, 5229 . olsed
) . 378 Min . L
0.120 0. 9208 0.325 0 0012 2. 9208 N ‘ 0. 14(1
0.072 . 1.1427 0.374 108, k=1. €40, Qo 01., =1, I{mi—I<mn= 0.
0. 048 1.3188 0. 455 01 3335 I\M1 = KMn = 75 Voq—u 0. (824m
y Qeo=1. o
0. 024 1.6198 0. 589 2 , e
* Die Alctlvxtiits—pS—Kurve aus dieser
0.012 "1.9208 0. €47

Tabelle 28,

Substrat: o-Kresol-g-d-galalctosid,
Relative En7ymmenge -1/4.,

' Spaltung (Gah«

Substratko—-
nzentration [ ~log(8) lﬁ(();)e:)m lﬂgflm
. 0.120 ] 0.208 0.307
0.072 | 1.1427 ; 0.883
0.048 ©  1.318 0.427
0.024 . |- - 1.618.° . . 0.577
|
0.012 | 1928 | 0. €02

\Ta‘bel‘le‘ist in Fig. 1, dargestellt,

3 gl a7 T ln'
: Big. 22
Akttvxtits—pSme ve (Tabelle 285,
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0. 006 2.2218 0.558 el o
0. 003 2.5299 0.331 ‘ ' :
0.0012 | 29208 | 0.171

1 .
105, k=1.348, Qg gi=0.82, Km,=0.013

18, Kmy=0.01479, KM;=75.7, KMy=6 L (
7.7, Veo=0.0668mg, Qo=0.81. :

Tabelle 29, o v '

Substrat: p-Kresol-g-d-galaktosid, RTINS .
Relative Enzymmenge=1/4, ;
Substratko-| E E?gg&?ﬁg;gzﬂa’ , .
nzentraiton| -~log(S] Probe) nach R N
Mol. ' 308 Min, L ‘ o o
0.120 0.9208 0.593 B
ootz | Lz | 0.4 ? |
0.048 | 1.3188 | 0. 520
0.024 ) 1.6198 [ 0.622 4 ™
0.012 | 1.9208 0.628 -
0.006 | 22218 0.553 N
= : ~L3(8) o { )
0. 003 2.5229 0.372 .’; Lk ,
- o Fig.23.
0. 0012 2.9208 .. 0.159 Akt1v1tits—pS—Kurve (Tabellezg) .

108, k 1. 500 QOO]"’_O 90 Km1—0 006
31, Kmo-—O 05012, I(M1—158 5, KM::—-

20.0, Voo=0.044mg, Qoo=0.53 -
; Tabelle 30
Substrat: p-Nitrophenol- B d- galaktos1d
Relative Enzymmenge=1/5. . o
B Spaltung (Gala-
Substratko~ .
nzentration| -~log(S) lf,i%%eg )mf a{ gﬁm .'].u
Mol 380 Min. ,
0.048 1.8188 | 0.375
0.024 - 1.6188 : 0. 450 T
0.012 J 1.9208 ‘ 0,500 ]
0,006 | 22218 | . 0.480 ]
i I SOV | et L T |
0.003 |  2.5229 0.372 L LR
0.0012 | . 2.9209 0.175 Fig2d,
108 k=1.505, Qqqe=0.92, Kmy=0.00 Aktivitits-pS-Kurve (Tabslle 30)..

462 Km2= 0. 03385, KM1=235, I{Mg =3
0, Voo=0.045mg, Qoo=0.55, -
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Tabelle 31,
Substrat:p-Oxyacetophenon-g-d-galaktosid, : .
Relative Enzymmenge=1/5,

Spaltung (Gala—

Substratko- ‘

nzentration| -log(S) %,E%%ee” )mf z{ gﬁm .
Mol. 382 Min, T
0.048 1. 8188 0. 415 1
0,024 | 1618 0.481 . i
0,012 1.9208 0.544 T
0.006 | 22218 | . 0.570 1
0.008 | 2‘5929! 0.593 N D

; f BT B

00012 | o oze209 | 0371 378 T - f

Co Fig 25,

- 10%k=1.65, Qq.orp=1.00, Krn; =0. 6266, Alc'tivitiiis—pS—I{u1‘ve (Tabelle 31).

Kmy=0. 00266, KM;=37.6, KM,=3759,
V ca=0.230mg, Qoo=2.8.
Tabelle 32,
Substrat: Vanillin-3-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1/4.

Spaltung (Gala-
Substratko-
pzentration| -log(S) Ilgtr(’:ge_;nﬁég%m
Mol 365 Min.
0,072 i 1.1427 0.512 -
0. 048 [ 1.3188 0. 560 ]
0.024 ( 1.6198 0. €30 N
‘ L
0.012 | 1.9208 1 0.624
0. 006 ! 2.2218 0.560 ]
-0::008 ] 2.5229 | . 0.336
. .
0. 0012 12,9209 0.096
10 k=1.628, Qq.013=0.99, Km,=0.016 Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 32).

79, Kmg=0.018841, KM;=59. 6,  KMy= : e . R

53.1, Veo=0.0812mg, Qeo=0.59. ‘ e '
Tabelle 33, : L ‘

Substrat: Guajakol-f-d-galaktesid, -~ 0

Relative Enzymmenge=1/3.5.

: Spaltung (Gala~
Substratko-
nze:tll\’/c‘[ration1 ~log(S) iﬁ:,g%gmn‘i/ cc}fm
1 I

0 | 350 Min.
0.072 * 1.1427 0.358
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0.048 | 13188 . 0.384
0. 024 l 1. 6198 0.395
T o012 1.6208 0.389
0. 006 ! 2.9218 | 0.310
0.003 | 2o | 0. 224
0.0012 | 2.92(9 0.693 PR B R
107, k=0.861, Qq, .,,.,"o 53, Km,=0.C05 o Fig 27.
412, Kmy=0.11655, KM;=184.8, KMy= Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 33).

8.6, Veo=0. 02288mg, Qco>=0.28.

1 Versuche mit dem'Fermentpri-ipa1'ate von Taka-typ aus Schneckenhep-
atopankreas. Aziditit des Reaktiohsgemisches 1'eguliei't auf pH 2.8
anstatt 4.8. ' o |

Tabelle 34, .

Substrat: Phenol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge==1.

" Spaltung (Gala-

322%{%32";‘.: o) EmryEn
0.120 ’ 0.6208 * 0.165
0.072° E 1.1427 | 0. 247 T
0. 048 ! 1.3188 | 0.312
0. 024 ' 1.6198 ©0.415 )
0.012 f 1.9208 | 0.367 [
0,006 | 22218 | 0. 260
10,003 | . 2.5229 0.145 o ,{
0.0012 | .2.9208 0.027 Fig. 28,

10%.k = 0. 0823, Qo.grp =1, Kimy=0.04315, " Aktivitats-pS-Kurve (Tabelle 34).
Kmg=0. 008226, KM,=23.2, KM,= o o
108.4, Vea=0.00936mg Qco=1.

Tabelle 35.
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1,

Spaltung (Gala-

Substratkw—l
n/entratwn‘ ~log(S) %&%?fg)mfggﬁm
J £80 Min.
0.120 |  0.9208 0.176
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0.072 1.1427 \ 0. 250
0.048 1.3188 } 0.300 T
0.024 | 1.6198 - 0.41 1
S 0.012 | L8208 | - 0.382 1,
0. 006 2.2218 0.260
0.008 |  2.5220 . 0.181
0.0012 ‘ 2.6208 | 0.085 : Q,;ﬂ-,,,‘ e y e
109, k= 0. 0863, Qq o =1. 05, Kmy=0. 04074, . pigs 29, k

Kmy=0.00871, KM;=24.5, KM,=114.8, .
Veo=0. 00836mg, Qoo=1.

Tabelle 36.
Substrat: p-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1.

‘Aktivitats-pS-Kurve (Tabelle 35).

Spaltung (Gala- -
Substratko- ktose-mg/ccm
nzentratlon -log(S) Probe) nach
Mol 1010 Min.
0,120 0.9208 0.211
0,072 1.1427 0.323 T
- 0.048 1.3188 0.395
0.024 l 1.6198 0.485 s
0,012 } - 1.9208 0. 461
0.006 { . 2.9218 0.320
i T L N | S PR B
0.003 | 25229 | 0.269 T EST e >
0.0012 | 2.9208 | 0.045 _ Fig. 30. "
108, k=0.103, Qq.g2=1.28, Kmy, = .Aktivitats-pS-Kurve (Tabelle 36).

0.09268, Km,=0.004295, KM, =10.8,
KM, =238, Voo=0.02086mg, Quoo=2.18.

Tabelle 37, »
Substrat: p-Nitrophenol-3-d-galaktosid.

Relative Enzymmenge=1. et .
Spaltung (Gala~
Substratko- -
nzentration| -log(S) %’;%S}'f;)m fggﬁm
Mol e 880 Min.
0,100 1. 06000 0.150
0.072 | 11427 | 0.215

0,048 |  1.3188 . 0.288
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0.024 ‘ 1. 61¢8 ; 0.428 {
0.012 J 1.9208 0.395 o
0.006 ‘ 2.2218 | 0. 264 1.,
0.008 |  2.5220 0.125 -
1 j
0.0012 |  2.5208 0.010 ]
[ AT PR T S PP
‘103.k=0.100, Qo.q2=1.22, I<1n1=0.27541 Ty i~g(s) o AT i C oo
Kmg=0.00123, KM;=3 6, KM,=813, Fig. 3L '
Veo=0.0620mg, Quo=6 6 .Aktlvltdtb pS Kurve (Tabe]le 3n.
Tabelle 38.
Substrat: p-Oxyacetophenon-3-d- galaktomd
Relative Enzymmenge=1.
. Spaltung (Gala-~
Substratko -
: : ktose-mg/ccm
nzez}\‘s{rﬁtmn -log(S) Proba) nach
: 1200 Min.
0.100 * | 1.0000 ’ 0.517
0.072 % | 1.1427 ; 0.564 T
0.048 1.3188 ] 0.568
0.024 1.6198 i 0.542 -
0.012 1.9208 1 0.418
0.006 19,2218 0.2¢8
4 | P | . M SR
0.003 2.5299 0.154 B P o
0.0012 29209 0.052 o “Fig. 32

Aktivitats-pS-Kurve (Taballe 38).
105 k=0, 0778, C¢.g1a=0.85,, Kmy = ctivitats-pS-Kurve (Tabelle 38)

0.014€2, Kmy=0. 1462, KM;=€8.4, : !
KMg=6.84. Veo=0,0031, Qco=0,33.
* Als Suspension.

Tabelle 39.
Substrat: Guajakol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1,

- 1 Spaitung (Gala- \ T
Substratko-, ktose-mg/ccm : :
nzentration: -log(S) Probe) nach
Mol  *| 5210 Min.
0.0336 1. 47366 1 0.120 . N
0.024 ‘ 1.6168 | 0.140 '
0.012 | 19208 i 0.170
i [ T DR S S SO

0.006 | 2.2218 0.121 T Rt 1 e

- f ! PFig. 33.
0.003 |

2.5229 | 0.06

Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 39).
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0.0012 | 2.9208 | 0. 006

109,k =0. 00695, Qgg;0=0. 085, Km,=0.

1838, Kmg=0.001333, KM,=7.5, KM,

=750.2, Veo=0.00298, Qco=0.32,
Tabelle 490,

Substrat: Vanillin- g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1,

Substratko-! | Spaltung (Gala-
nzentration' ~log(S) %trcésbe;)mgégﬁm
Mol 530 Min.
0.120 * | 0.9208 } 0.190 -
0.072 % 1.1427 | 0.234 y
0. 048 1.3188 0.266 1
0.024 1.6198 0, 242 T
0.012 | 1.628 0.184 ]
0.06 | 22218 | 0.123 S
i : ] ] 140
0.008 | 2.5229 | 0.070 3.0 S
5 SR Fig. 34.
0.0012 | 2.¢208 | 0.011

: . Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 40).
168.%=0.0715, Qpy59=0.87, Km;=Km, - . :
=0,03681, KM;=KM,=25.1, Veo=0,0

0€24mg, Qco=0.67.

* Als Suspension.

G: Versuche mit dem Fermentpriparate aus Aspergillus niger. ',:"
Tabelle 41, : . ) '

Substrat: Phenol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1.

Spaltung {Gala- :
Substratko- ;
nzentration| -log(S) g:gls)i"jmn%f}fm ‘ T
Mol 1500 Min. )
0.100 1,0000 0. 244
0.0z | 11427 | 0.2€3 e
0.0 | 1444, | 0.322
0.018 = 175 | 0. 381 L |
0. 009 2.046 0.870 el Ay
= : Fig. 35. _
0.006. ' 22218 | 0.320 o T
‘ ; Alktivitits-pS-Kurve :(Tabelle 41).
0.008 | 2.5229 | 0. 240 , : ,
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0. 001 3.0000 | 0.110

168, k= 0. 0564, Qq.q0=1, Km;=0. 04571,
Ky =0.004571, KM, =21.9, KM, =218,
8, Veo=0,001€86mg, Q.o=1.

Tabhelle 42,
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge, =1

] | Spaltung (Gala™
Substratko- . ktose-mg/ccm
nzentration| -log(8) ! Probe) nach
Mol _ 2360 Min. , :
0.120 |  0.9208 0.520° o S s
i » ul‘“.‘- - ”F
0.07z | L1427 0.584 SR S R
0.048 | 13188 | 0.€24 o 1
To.02¢ | 16198 | 0. €24 2 Lompos
0.012 1.9208 | 0.571 S ]
0.006 | . 22218 | 0,443 T AT
‘ ‘ — " — 3 sl , zw.r ‘ N
0.003 | 25229 | 0.313 Lo T
e ‘ l*lg 36.
0001 | 30000, | . 0128 :

Akthtéﬁ.ts~pS—Kurve (Tabe]le 42)
103. k=0. C€€6, Qqyg=1.18, Kmy=0.00 « ° s

5957, Kmg=0.1684, KM;=167.9, KM,=

5.8, Veo=0.C01472mg, Quo=0.87.
Tabelle 43,

Substrat: p-Kresol-3- galaktosxd

Relative: Enzymmenge =1;

Substratko- Spaltung (Gala-
nzentration, -log(S] f %ﬁg%ee—;mnga/ggm
Mol ] | 1350 Min,
0.086 } 1.118 ( 0.244 TS R o T
0. 048 13188 | 0.270 ' R
- 0.024 [ 1. 6198 ‘ 0.305 3
001z | 1.9208 | 0306 T
L 0.006 | 2228 0270
©0.003 2.5229 | 0.220 T R .
—— -t et 3 egl§l g e 1 °
0.001 | 80000 @ - 0.138 oy
i : o Fi 1g 37.

105 k=0. 04€3, Qg 019=0.88, Km,=0.C0
2218, Kmg0.1245, KM; =452, KM,=
8.0, Veo=0.00118mg, Q..=0.70,

AkthJt'its—pS—Kurve {Tabelle 43).
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